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Методы проведения работ  микробиологические, физико-химические; биотехнологические, аналитические.
Цель работы текущего года – совершенствование технологии и состава микрокапсулированных биопрепаратов, в том числе: разработка лабораторной инструкции на изготовление капсулированных форм пробиотиков; изготовление в соответствии с инструкцией не менее 3 серий лабораторных образцов Са-альгинатных гранул и изучение их физико-химических и биологических свойств, включая опыты на модельных животных; депонирование новых шткмммов пробиотических культур, активных в отношении кишечных патогенов; разработка лабораторного регламента на изготовление капсулированных форм пробиотиков в виде влажных и лиофилизированных Са-альгинатных гранул; публикование результатов исследований.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

	АМК
	· альгинатные микрокапсулы

	АХМК-ПМО
	· альгинатно-хитозановые микрокапсулы с пробиотическими микроорганизмами

	БК
	· биологическая концентрация клеток, обычно измеряется в КОЕ на единицу объема

	ГКПМ-ОБОЛЕНСК
	· Государственная коллекция патогенных микроорганизмов и клеточных культур, находящаяся при ГНЦ ПМБ в Оболенске

	ГРМ
	· гидролизат рыбной муки в сухой или жидкой формах

	ГРМ агар
	· агар на основе гидролизата рыбной муки

	ЖКТ
	· желудочно-кишечный тракт

	ИЖС
	· имитатор желудочного сока

	ИКС
	· имитатор кишечного сока

	КОЕ
	· колониеобразующие единицы

	ЛБА
	· лактобакагар – отечественный аналог среды MRS

	МК
	· микрокапсулы

	МКБ 
	· молочнокислые бактерии

	ПВП
	· поливинилпирролидон

	ПКБ
	· пропионовокислые бактерии

	ПМО
	· пробиотические микроорганизмы

	ФБУН ГНЦ ПМБ
	· Федеральное бюджетное учреждение науки Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии

	ХМК
	· хитозановые микрокапсулы

	MRS

	· deMan, Rogosa, Sharpe – классическая питательная среда для выращивания молочнокислых бактерий

	ФДС
	· фракционно-дисперсный состав



ВВЕДЕНИЕ

Современные методы коррекции состава микрофлоры желудочно-кишечного тракта включают использование пробиотиков, пребиотиков, синбиотиков и антибиотиков. Всемирная организация здравоохранения определяет пробиотики как «живые микроорганизмы, которые при приеме в достаточных количествах приносят пользу здоровью» [1-2]. Иммунобиологические препараты пробиотического назначения постоянно совершенствуются, создаются новые их формы, пополняется микробиологическая основа, реализуются новые принципы подавления и эрадикации кишечно-патогенных бактерий [3-5]. На сегодняшний момент накоплен богатый опыт применения пробиотиков, доказана клиническая эффективность некоторых пробиотиков в лечении инфекционных болезней [6-8].
 Пероральный прием пробиотиков требует защиты живых клеток от воздействия пищеварительных соков таким образом, чтобы в нижние отделы кишечника, где наблюдается максимальное содержание патогенов, попадало их достаточное количество. Успешная теория и практика совершенствования группы иммуннобиологических средств пробиотического назначения уже сегодня дает весомые плоды – появились препараты с высокими концентрациями живых клеток, которым не требуется хранение в холодильнике. Среди них «Эльбифид», «Энтеролактис», «БАК-СЕТ», «Butyricum» и др. В них используют приемы иммобилизации бактерий на носителях (сорбентах), обеспечивающих новые возможности по пролонгированию их жизнеспособности и повышению пробиотического потенциала [9]. Все большую популярность получает противодиарейный пробиотик «Энтерол» на основе Saccharomyces boulardii CNCM I-745. Маннитол  компонент клеточной стенки этой культуры  является субстратом для патогенных штаммов Escherichia coli и Salmonella typhimurium, что обусловливает их адгезию к поверхности Saccharomyces boulardii и последующее выведение из организма [9].
В связи с этим продолжение наших исследований по совершенствованию приемов инкапсулирования симбиотических бактерий и защиты клеток от разрушения пищеварительными соками организма является актуальным. 
В 2023 году на установке B-395 Pro Encapsulator (Büchi) получены и количественно охарактеризованы варианты Са-альгинатных гранул, отличающихся размером, видовым и штаммовым составом пробиотиков. Часть из них были исследованы в опытах на мышах, зараженных возбудителем листериоза. В результате этих экспериментов были получены новые данные о том, что штаммы Lactobacillus paracasei и Lactobacillus pentosus способны повышать выживаемость мышей, инфицированных листериями [10-11]. 
Цель работ по теме в 2024 году  разработка лабораторной технологии приготовления капсулированных форм пробиотиков. Задачами исследований являлись: 
1) разработка лабораторной технологии приготовления капсулированных форм пробиотиков по данным ранее проведенных исследований и экспериментов; составление лабораторной инструкции на изготовление капсулированных форм пробиотиков, включающей процессы культивирования штаммов, стандартизацию клеточной массы, собственно процессы капсулирования, лиофилизации и контроля характеристик продукта;
2) изготовление в соответствии с инструкцией 3 серий лабораторных образцов Са-альгинатных гранул с использованием технологически устойчивых и антагонистически активных штаммов симбиотических бактерий, выживающих в условиях кишечного тракта;
3) исследование физико-химических и биологических (включая опыты на мышах)  свойств лабораторных образцов влажных и лиофилизированных Са-альгинатных гранул;
4) разработка лабораторного регламента на изготовление капсулированных форм пробиотиков в виде влажных и лиофилизированных Са-альгинатных гранул, предназначенных для лечения и профилактики кишечных дисфункций бактериальной этиологии;
5) подготовка публикаций по направлению исследований.




ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1. Материалы и методы
1.1 Микроорганизмы и условия их культивирования
В качестве культур пробиотиков были использованы штаммы: Bacillus amyloliquefaciens В-8999, Bacillus lentus ПС-1, Bacillus subtilis ПСФ-19, Enterococcus mundtii 28, Enterococcus mundtii 5/13, Escherichia coli М17, Lactobacillus acidophilus АЦФ, Lactobacillus acidophilus АВ-24, Lactobacillus kefiranofaciens КВ-24, Lactobacillus paracasei 1020/1572, Lactobacillus pentosus МНД, Lactobacillus plantarum РВ-23, Lactobacillus plantarum УглЗа, Propionibacterium freudenreichii ПКБ 21, Saccharomyces boulardii CNCM I-745.
Лактобациллы и энтерококки культивировали на среде МРС (MRS, HiMedia, Индия) или на Лактобакагаре отечественного производства (ЛБА, ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск), бациллы – на ГРМ-агаре с 0,5 % дрожжевого экстракта (ГРМ-агар, ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) при температуре 30-37 °С.
Идентификацию вновь отобранных, ранее неизвестных изолятов осуществляли по набору рибосомальных белков на анализаторе Bruker Daltonik MALDI TOF Biotyper, а также по биохимическим стрипам API 50 CH Biomerieux (Франция). 
1.2 Методы инкапсуляции живых бактерий 
Исследования по изготовлению микрокапсул (МК) проводили на установке Buchi Encapsulator В-395 Pro. Установка снабжена набором форсунок, что в сочетании с возможностью в достаточно широких пределах изменять настройки прибора, обеспечивает получение микрокапсулированных пробиотиков с размерами части в диапазоне от нескольких десятков микрометров до нескольких миллиметров. 
Микрокапсулированные образцы  препаратов Са-альгинатных и Са-альгинат-хитозановых капсул были получены на установке Buchi Encapsulator B-395 Pro с использованием одного и того же режима работы, а именно: форсунка 300 мкм, частота вибрации струи рабочего раствора 1500 Гц, напряжение на электроде индукции электростатического заряда капель 1700-1800 В, скорость подачи рабочего раствора 
8 см3/мин, скорость магнитной мешалки 49-60 % от максимальной [10-11]. Рабочий раствор представлял собой смесь водного 2 % раствора альгината (4 части по объему) и суспензии бактериальных клеток в физиологическом растворе с концентрацией 
2×1010 КОЕ в 1 см3 (1 объемная часть). Дополнительный слой хитозана наносился из 0,4 % водно-солевого раствора хитозана с концентрацией хлористого натрия 4 г/л при инкубации при комнатной температуре в течение 20 минут и отмыванием в физиологическом растворе.
Изменение размера и формы частиц изучали с помощью светового микроскопа «Биомед».
Исследование фракционно-дисперсного состава образцов препаратов осуществляли при помощи лазерного гранулометра MicroTec Plus (Fritsch GmbH) с расчетом по Фраунгоферу. 
1.3 Определение количества живых клеток в капсулах  
[bookmark: _Hlk170114123]Концентрацию живых клеток в альгинатных и альгинатно-хитозановых капсулах/гранулах определяли бактериологическим методом. Для этого из флакона с препаратом с помощью мерной ложечки объемом 250 мкл отбирали капсулы, переносили в емкость с 1 мл декапсулирующего раствора (2 % цитрат натрия), и выдерживали в нем 1,5-2 часа при комнатной температуре. Титр живых клеток определяли методом серийных разведений в физрастворе и высевом на чашки с питательными средами, соответствующими видам исследуемых микроорганизмов. Гранулы с иммобилизованными бактериями помещали в физраствор до полного их раскрытия и с той же целью отбирали жидкость с использованием наконечника с фильтром. После подсчета числа КОЕ на чашках определяли среднее число живых бактерий с учетом разведений пробы. Для эффективного использования готового препарата в 1 мл пробы КОЕ не должно быть меньше 1×107 КОЕ/мл. 
Для Са-альгинатных образцов с хитозановым покрытием использовали механическое разрушение микрогранул (микросфер) при помощи коаксиального цилиндрического дезинтегратора Polytron РТ1200 (Kinematika AG, Швейцария), поскольку хитозан нерастворим в цитрате. С этой целью в коническую стеклянную пробирку асептически переносят 2 мл суспензии капсул/гранул и в ламинарном шкафу разрушают частицы суспензии механическим дезинтегратором Polytron PT1200 согласно инструкции к прибору при частоте вращения 20000 об/мин в течение 1 мин. 
1.4 Воздействие сред, имитирующих желудочный и кишечный соки, на микрокапсулированный препарат
В качестве имитатора желудочного сока (ИЖС) использовали раствор состава: 
0,9 % NaCl, пепсин (Koch-Light, Англия) – 0,12 г на 100 мл, конц. HCl до рН (1,9±0,1). В качестве имитатора кишечного сока (ИКС) использовали раствор состава: 0,85 % NaCl, Na2HPO4 – 0,145 г/100 мл, KH2PO4 – 0,025 г/100 мл, бычья желчь (эмульсия для наружного применения, «СамсонМед») – 2,5 г/100 мл, панкреатин («Ферментозан Форте», Москва) –0,5 г/100 мл, рН (7,5±0,1). Все имитирующие растворы готовили следующим образом: водно-солевая основа (включая желчь) стерилизовалась автоклавированием, после охлаждения в стерильных условиях к раствору добавлялись ферменты в нужных количествах.
В ИЖС выдерживали 1 час, в ИКС  3 часа, применяли также комплексное воздействие: 1 час  в ИЖС и 3 часа  в ИКС. 
 1.5 Высушивание капсулированных пробиотиков 
Высушивание капсулированных клеток микроорганизмов проводили методом лиофилизации (freeze-drying).  Для этого флаконы с гранулами вначале замораживали при температуре от минус 40 °С до минус 70 °С в течение не менее 6 ч. Собственно лиофилизацию замороженных гранул осуществляли в лабораторной установке Virtis 
BT-4k в течение 24 ч. По окончанию процесса сброс вакуума в установке проводили инертным газом аргоном, а флаконы с гранулированными пробами укупоривали резиновыми пробками и обжимали алюминиевыми колпачками. Готовые препараты хранили при температуре 2-8 °С.
Остаточную влажность сухих препаратов определяли методом высушивания до постоянного веса с использованием влагомера MB-35 «Moisture Analyzer» (США). Она не должна быть выше 6,0 %.
1.6 Определение специфической активности капсулированных препаратов пробиотиков
Для определения специфической активности капсулы предварительно растворяют, как описано в подразделе 1.3. Сухие гранулированные препараты предварительно регидратируют, добавляя во флаконы с сухим препаратом по 3-5 мл стерильной дистиллированной воды либо физраствора и выдерживая на микробиологической качалке в течение 0,5 часа при частоте вращения 10-30 об/мин. 
Специфическую активность определяли методом отсроченного антагонизма по ОФС.1.7.2.0009.15. раздел 3 [12].
1.7 Исследование эффективности лабораторных образцов против кишечных патогенов на мелких животных in vivo
В качестве возбудителя листериоза использовали штамм L. monocytogenes ББ1 из Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ-Оболенск». Опыты проводили на мышах линии C57Bl (самки весом (15,5±1,5) г). Мышей предварительно санировали стрептомицином (5 г/л) в течение 4 суток. На 5 сутки ставили воду без антибиотика и вечером убирали корм. На 6 сутки с утра проводили заражение штаммом L. monocytogenes ББ1 в дозе 0,5 млрд в физрастворе с 1/15 М фосфатным буфером внутрижелудочно.
В первом эксперименте на модельных животных (мышах) для написания инструкции по наработке препаратов лечение мышей осуществляли введением препаратов через рот с 5-го дня опыта и в течение 5 суток по 0,5 мл/день. Корм давали после первого лечения препаратами. В качестве препаратов использовались образцы с различными стабилизаторами.
Во втором эксперименте кормили животных после первого внутрижелудочного введения образца через 3 часа после заражения по 0,5 мл 1 раз в день в течение 5 дней. В качестве препаратов использовали микрокапсулированнные пробиотики или сухой корм, предварительно пропитанный пробиотиками.
Обсеменённость фекалий мышей в двух опытах определяли на 10 сутки после заражения путем высева на агар для листерий. Из павших и эвтаназированных мышей делали высев селезёнки и мозговых оболочек мазками-отпечатками. 





2 Результаты исследований
2.1 Разработка лабораторной инструкции на изготовление капсулированных форм пробиотиков
При составлении лабораторной инструкции были учтены все ранее проведенные нами исследования и эксперименты, включая выбор штаммов, определение концентрации клеток, способ капсулирования, состав защитной среды, условия замораживания-высушивания сырых гранул, сохраняемость, а также результаты предварительных опытов на животных моделях (мышах), инфицированных патогенными листериями. Кроме того, был проведен ряд дополнительных исследований по сохранению свойств ранее наработанных образцов, увеличению устойчивости гранул к деформации, оценке пробиотического потенциала различных вариантов Са-альгинатных гранул, в том числе в опытах на мышах.
В частности, опыты по наблюдению выживаемости пропионовокислой бактерии (ПКБ) в составе Са-альгинатных гранул в течение более 2 лет хранения показали важность использования трегалозы в качестве протектора при лиофилизации и последующего хранения гранул (таблица 1). 
Таблица 1 – Данные по количеству живых клеток Propionibacterium freudenreichii в 
Са-альгинатных гранулах в процессе получения, последующего хранения в холодильнике и при комнатной температуре

	Образцы, взятые для анализа 
	Количество живых клеток в пробах, КОЕ/мл

	
	№ 6 – ТПе* 
	№ 7 – ЛППе**

	Взвесь для грануляции
	6,2×109
	7,24×109

	Сырые гранулы
	2,0×108
	2,9×108

	Лиофилизированные гранулы
	3,15×107
	3,24×107

	после хранения 
при температуре 
(6±2) °С через 
	3 месяца
	3,1×107
	2,3×107

	
	6 месяцев
	3,0×107
	2,2×107

	
	9 месяцев
	1,9×107
	5,8×106 

	
	12 месяцев
	1,6×107
	5,2×106

	
	16 месяцев
	1,7×107
	2,7×106

	
	18 месяцев
	1,0×107
	1,6×106

	
	20 месяцев
	0,9×107
	1,5×106

	
	24 месяца
	1,4×107
	2,0×106

	
	28 месяцев
	1,1×107
	1,6×106

	после хранения 
при температуре (28±4) °С через
	16 месяцев
	6,1×106
	3,3×102

	
	18 месяцев
	7,5×106
	0

	
	20 месяцев
	1,5×106
	0

	
	24 месяца
	2,1×105
	0

	
	28 месяцев
	8,0×103
	0

	Примечание   *  защитная среда на основе трегалозы (Т)  8,2 % и пептона (Пе) – 8,2 %; ** защитная среда на основе лактозы (Л) – 8,2 %; поливинилпирролидона с м.в. 90000 (П) – 3,0 % и пептона (Пе) – 8,2 %



Так, если при использовании лактозы в составе капсул оставались жизнеспособными через 2 года хранения в холодильнике 2,0×106 КОЕ/мл, то с трегалозой  1,4×107 или 6,25 % и 45,1 %, соответственно. Если за этот период наблюдения в пробах с трегалозой, находящихся на хранении при комнатной температуре, от первоначальной концентрации в живых оставались еще 4,8 % клеток, то в пробах с лактозой бактерии полностью погибали уже к 18 месяцу хранения. 
В связи с тем, что лиофилизация Са-альгинатных гранул приводит к изменению их формы – из сферической на выходе получаются продолговатые зерна, в текущем квартале были продолжены исследования по приданию им ригидности. Для этого в состав для капсулирования бактерий дополнительно включали рисовую муку и активированный уголь. На примере штамма энтерококков показано, что рисовая мука обеспечивала довольно высокую устойчивость к деформации гранул (рисунок 1).
 
	     Вариант
	Сырые капсулы
	Лиофилизированные капсулы

	Опыт: при гранулировании использовали рисовую муку
	[image: ]
	[image: ]

	Контроль: без добавления в гранулосмесь рисовой муки 
	[image: ]
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Рисунок 1   Стабилизация формы Са-альгинатных гранул на основе Enterococcus mundtii 5/13 после лиофилизации путем добавления в рецептуру ТЖ рисовой муки

Были продолжены исследования по модификации Са-альгинатных гранул полисахаридными оболочками (в т.ч. хитозаном) для придания им более высокой устойчивости в условиях действия пищеварительных соков ЖКТ, которые действуют разрушительно на бактериальные клетки. Ранее на культуре E. coli M17 нами было показано, что альгинатная оболочка подвержена сильному воздействию сред, имитирующих пищеварительные соки ЖКТ. С целью изучить устойчивость к этим средам культур пробиотиков, были приготовлены препараты с двуслойной капсулой из альгината с дополнительным внешним слоем из хитозана (использовался 0,4 % раствор в физрастворе) и условно трехслойной капсулой с третьим слоем из альгината (использовался 0,2 % водный раствор). Результаты исследований приведены в таблицах 2 и 3.
Таблица 2  Результаты изучения влияния имитаторов пищеварительных соков (ИЖС и ИКС) на варианты гранул с L. pentosus по усредненным данным трех независимых экспериментов 
 
	Инкубация в имитаторе
	Альгинат с хитозаном
	Альгинат с хитозаном и альгинатом

	
	КОЕ, ×107
в 1 мл*
	выжив-ть, % от исх.
	медиана, мкм**
	КОЕ, ×107
в 1 мл*
	выжив-ть, % от исх.
	медиана, мкм**

	ИЖС
	0,003±0
	≤ 0,01
	850
	0
	≤ 0,01
	820

	ИКС
	10,0±0,02
	100,0
	51
	4,0±0,1 
	100,0
	50

	ИЖС+ИКС
	0,03±0,01 
	3,2
	15
	0,4±0,01
	3,0
	15

	Примечание  *   определено высевом на плотную питательную среду и подсчетом КОЕ раздельно для фракции частиц и супернатанта с объединением результатов с учётом объёмов фракций; %  количество выживших клеток в соотнощении первого и последнего эксперимента;  **  медиана объёмно-весового распределения частиц по размерам на лазерном гранулометре MicroTec Plus



Таблица 3  Результаты изучения влияния имитаторов пищеварительных соков на варианты гранул с L. paracasei
	Инкубация в имитаторе
	Альгинат с хитозаном
	Альгинат с хитозаном и альгинатом

	
	КОЕ, ×107
в 1 мл*
	выжив-ть, % от исх.
	медиана, мкм**
	КОЕ, ×107
в 1 мл*
	выжив-ть, % от исх.
	медиана, мкм**

	ИЖС
	0±0,01
	≤ 0,01
	Н.д.
	0±0,0001
	≤ 0,01
	Н.д.

	ИКС
	0,9±0,6
	100,0
	Н.д.
	2,1±1,9
	100,0
	Н.д.

	ИЖС+ИКС
	0,009±0,0005
	1,4
	Н.д.
	0,06±0,001
	1,3
	Н.д.

	Примечание  *   определено высевом на плотную питательную среду и подсчетом КОЕ раздельно для фракции частиц и супернатанта с объединением результатов с учётом объёмов фракций; %  количество выживших клеток в соотнощении первого и последнего эксперимента;  **  медиана объёмно-весового распределения частиц по размерам на лазерном гранулометре MicroTec Plus



Как можно видеть из приведенных результатов (таблицы 2 и 3), воздействие имитатора желудочного сока сильно снижает долю живых клеток обоих штаммов бактерий и нанесение третьего защитного слоя, к сожалению, мало улучшает результат. Фактически после комбинированного воздействия ИЖС и ИКС остается от 1 % до 3 % исходного количества жизнеспособных клеток. При этом разрушение микросфер, начинаясь в ИЖС с набухания, происходит главным образом в ИКС, что объясняется присутствием в нем амилазы. Тем не менее, использованная технология микрокапсулирования обеспечивает выход клеток пробиотика в нижних отделах ЖКТ, хотя и при сниженном количестве жизнеспособных микроорганизмов. 
Также были продолжены исследования по оценке пробиотического потенциала вариантов Са-альгинатных гранул с перспективными штаммами на модели листериозной инфекции мышей (подраздел 1.7). Полученные результаты обобщены в таблице 4 и 
рисунке 2.
Таблица 4 – Изучение защитного потенциала опытных образцов Са-альгинатных гранул по выживаемости мышей 

	№ группы
	Мышей в группе
	Препарат*
	Сутки после заражения

	Число павших мышей


	
	
	
	0-1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	

	1
	8
	0 (ЕБ) 
	
	 
	1
	 
	1
	3
	 
	 
	 
	 
	5

	2
	8
	3 (ЕМ 5/13)
	  
	2
	 
	1
	1
	3
	 
	 
	 
	 
	7

	3
	8
	8 (ЛПа 1020)
	 
	 
	1
	1
	 
	 
	1
	 
	 
	1
	4

	4
	8
	9 (ЛПеНД 23)
	  
	1
	 
	 
	1
	 
	 
	 
	 
	 
	2

	5
	8
	10 (ЛП РВ23)
	  
	 
	2
	2
	 
	1
	1
	 
	 
	 
	6

	6
	8
	Контроль
	
	1
	1
	1
	 
	1
	1
	1
	 
	1
	7

	Примечание  *  0 (ЕБ) – коммерческий препарат «Эльбифид»; 3 (ЕМ5/13) – опытный на основе штамма Enterococcus mundtii; 8 (ЛПа 1020) – опытный на основе штамма Lactobacillus paracasei; 9 (ЛПеНД 23)  опытный на основе штамма Lactobacillus pentosus; 10 (ЛПРВ23) – на основе штамма Lactobacillus plantarum; контроль – без лечения препаратами пробиотиков





Рисунок 2   Выживаемость зараженных листериозом мышей при употреблении опытных образцов Са-альгинатных гранул (0 (ЕБ) – коммерческий препарат «Эльбифид»; 3(ЕМ5/13) – опытный на основе штамма Enterococcus mundtii; 8 (ЛПа 1020) – опытный на основе штамма Lactobacillus paracasei; 9 (ЛПеНД 23)  опытный на основе штамма Lactobacillus pentosus; 10 (ЛПРВ23) – на основе штамма Lactobacillus plantarum; контроль – без лечения препаратами пробиотиков

У эвтаназированных мышей роста культуры листерий из селезёнок не обнаружено, а из мозга  вырастали единичные колонии. Как видно из данных таблицы 4, наибольшее число выживало мышей – 6 и 4, было в группах после лечения их препаратами на основе штаммов Lactobacillus pentosus (ЛПеНД 23) и Lactobacillus paracasei (ЛПа 1020), соответственно. Это подтвердило результаты ранее проведенных опытов. При этом эффективность коммерческого препарата мультипробиотика «Эльбифид», состоящего из 4 штаммов бифидобактерий и 3 штаммов лактобацилл в виде микрогранул, была лишь на третьем месте. 
На основе всех проведенных исследований была разработана «Лабораторная инструкция на изготовление Са-альгинатных гранул с пробиотическими культурами, включая процессы культивирования штаммов, стандартизацию и капсулирования клеток, лиофилизациию и контроль препарата». Она содержит следующие разделы: 1. Общие положения, 2. Нормативные ссылки, 3. Оборудование, 4. Реактивы и материалы, 5. Подготовка лабораторной посуды, 6. Штаммы-продуценты, 7. Питательные среды, 8. культивирование продуцентов, 9. Стандартизация и капсулирование бактерий, 10. Высушивание капсул с бактериями, 11. контроль активности препарата, 12. Проведение исследования, 13. Требования безопасности (приложение А).
2.2 Изготовление в соответствии с инструкцией 3 серий лабораторных образцов Са-альгинатных гранул
Требовалось приготовить в соответствии с инструкцией не менее 3 серий лабораторных образцов Са-альгинатных гранул с использованием технологически устойчивых и антагонистически активных штаммов симбиотических бактерий, выживающих в условиях кишечного тракта.
При выборе штамма-продуцента для требуемых препаратов использовали два основных критерия: высокая выживаемость в гранулах в процессе хранения и положительный эффект в отношении патогенных листерий в опытах на мышах. 
В таблице 5 приведена оценка выживаемости исследованных микроорганизмов с применением различных протекторов в процессе длительного хранения. Наиболее высокие показатели по выживаемости микробных клеток были у гранул, содержащих энтерококки и бациллы. Далее по убыванию следовали пропионовокислые бактерии, лактобациллы и кишечная палочка. При этом количество живых клеток было на 1,5-2 порядка выше, как и следовало ожидать, в присутствии стабилизаторов, чем без них (см. пробы 1.1 и 6.1 в таблице 5). 


Таблица 5 – Выживаемость разных видов бактерий в составе инкапсулированных на лабораторном стенде образцов в процессе их хранения в холодильнике

	№№ проб
	Микроорганизмы 

	БК, КОЕ/мл, через… месяцы

	
	
	Исх.
	6
	12
	18
	24
	30

	1
	Escherichia coli М17
	2,6×107
	8,3×106
	7,1×105
	2,8×105
	5,2×104
	4,5×104

	1.1**
	Escherichia coli М17
	2,5×107
	6,6×106
	4,4×105
	7,5×104
	6,8×103
	3,9×102

	2 
	Bacillus lentus ПС1
	6,6×106
	6,2×106
	5,1×105
	5,0×105
	4,7×104
	2,1×104

	3 
	Enterococcus mundtii 28
	1,0×109
	8,5×108
	7,6×107
	6,5×107
	5,3×107
	8,7×106

	4 
	Lactobacillus acidophilus 
	2,6×107
	4,0×106
	4,3×105
	3,7×105
	7,5×104
	1,0×104

	5
	Lactobacillus plantarum УглЗа
	2,9×107
	4,6×106
	5,7×105
	2,7×105
	8,0×104
	3,5×104

	6
	Propionibacterium freudenreichii 
	5,1×107
	2,2×107
	5,2×106
	2,6×106
	4,4×105
	2,6×105

	6.1*
	Propionibacterium freudenreichii
	2,0×108
	8,4×106
	6,8×105
	2,8×105
	4,6×104
	5,5×103 

	Примечания   * образцы капсул, высушенных без стабилизатора; для всех других в качестве стабилизатора использовали лактозу (8 %) и пептон (8 %).



Основной акцент при выборе продуцента для изготовления лабораторных образцов Са-альгинатных пробиотических гранул делали на пробиотические бактерии, показавшие положительный эффект в отношении патогенных листерий в опытах на мышах. Из числа молочнокислых бактерий это был штамм Lactobacillus paracasei 1020/1572, а из дрожжей  Saccharomyces boulardii CNCM I-745. Штаммы получены из Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и клеточных культур (ГКПМ-Оболенск), которые были охарактеризованы и депонированы авторами данного отчета. 
Лабораторная технология получения капсулированных форм пробиотических бактерий, в соответствии с ранее полученными данными, включает такие стадии, процессы и операции, как выращивание штаммов, стандартизацию взвесей микробной массы с использованием защитной среды (ЗС), приготовление растворов ЗС, альгината, хитозана, солей, получение объекта капсулирования и собственно сам процесс изготовления 
Са-альгинатных микросфер с последующей их промывкой [10-11]. Лабораторную технологию для получения сухих препаратов завершают процессы замораживания и высушивания (лиофилизации) капсул с живыми бактериями, их сбор и укупорку в герметичные емкости, а также последующие исследования по биологическим (количество живых клеток, антагонизм) и физико-химическим (размеры, растворимость, устойчивость, влажность) свойствам. 
При приготовлении лабораторных образцов капсулированных/гранулированных препаратов исходили из ранее полученных данных по количеству жизнеспособных микроорганизмов, а также из данных опытов на модельных животных, в которых пробиотический потенциал фиксировался по антилистериозной активности в нижних отделах кишечника. 
С учетом всех полученных по теме результатов и в соответствии с разработанной инструкцией было приготовлено по 3 серии (партии) влажных и сухих Са-альгинатных микрокапсул на основе штамма L. paracasei 1020/1572. Биологические и физико-химические свойства образцов всех партий были исследованы, и на них составлены паспорта (приложение Б). 
Все 3 серии влажных образцов содержали (19,4-21,7)×109 КОЕ/мл при требовании не менее 1×107 КОЕ/мл. Средний диаметр (медиана) влажных капсул составил 710-740 мкм при требовании 500-800 мкм. Все 3 серии сухих образцов содержали (8,9-13,0)×1010 КОЕ/г при требовании не менее 1×107 КОЕ/г. Остаточная влажность всех сухих образцов составила 4,6-5,1 % при требовании не более 6,0 %. Средневзвешенный диаметр сухих гранул составил 2-3 мм, что соответствует требованиям. Специфическая активность (зона угнетения роста Listeria monocytogenes) для образцов всех 6 партий влажных и сухих препаратов составляла более 20 мм, что также соответствует заявляемым требованиям. 
2.3 Исследование пробиотического потенциала вариантов Са-альгинатных гранул на модели листериозной инфекции у мышей
В 2024 году продолжены исследования по изучению эффективности лабораторных образцов препаратов гранулированных пробиотиков на мышах линии C57Bl, зараженных модельным штаммом L. monocytogenes ББ1. Для работы были приготовлены 4 образца на основе перспективного штамма L. paracasei 1020/1572. Препараты представляли собой 
Са-альгинатные гранулы, отличающиеся размером, составом и технологией их изготовления. Способ введения – пероральный и с кормом в течение первых 5 дней. Обозначения, состав и параметры подготовленных для испытаний in vivo образцов препаратов приведены в таблицах 6 и 7. Количество живых клеток варьировало в пределах около 109 КОЕ/мл.
Основываясь на анализе данных проведенных ранее двух серий экспериментов на животных моделях (мыши), были приготовлены 4 образца препаратов пробиотиков с применением наиболее активного действующего штамма – L. paracasei 1020/1572, с некоторыми модификациями. Во-первых, в опыте использовали исходную взвесь (суспензию) клеток данного микроорганизма без инкапсуляции, во-вторых, 
Са-альгинатные и Са-альгинатно-хитозановые капсулы были субмиллиметрового размера (≤ 800 мкм) и, в-третьих, такие же, как и в первом опыте, еще и 2-3 мм Са-альгинатные сферы. Это мы посчитали важным, чтобы все же понять необходимость защиты живых клеток от гибели при транзите в нижние отделы кишечного тракта, а также чтобы определиться с возможным влиянием размера капсул на их пробиотический потенциал. Способ введения – пероральный и с кормом в течение 5 дней. В этой новой серии экспериментов в качестве биологического контроля использовали довольно востребованный пробиотик «Энтерол» на основе дрожжевого продуцента – Saccharomyces boulardii CNCM I-745, обладающего выраженным антидиарейным действием. 
Таблица 6  Характеристика микробных взвесей, используемых в приготовлении 
Са-альгинатных капсул, гранул для испытаний на мышах

	Штаммы микроорганизмов
	Микробные суспензии

	
	назначение
	живых клеток, КОЕ/мл

	Lactobacillus paracasei 
1020/1572
	Для per os
	1,67×109

	
	Са-альгинатные капсулы 
≤ 700 мкм
	21,7×109

	
	Са-альгинатные 2-3 мм капсулы
	30,1×109

	
	Для пропитки корма
	5,2×109

	Saccharomyces boulardii
CNCM I-745
	Для пропитки корма
	2,3×109



Таблица 7 – Особенности биопрепаратов, введенных мышам 
	
	Препарат

	№
	Основа 
	Вид и особенности состава 
	Кол-во живых клеток, КОЕ/мл
	Способ введения

	1
	L. paracasei 1020/1572
	Суспензия бактерий
	1,5×109
	per os шприцем

	2
	
	Частицы в виде кормовых гранул сухие
	8,7×109
	в виде корма

	3
	
	Микрогранулы с хитозаном жидкие
	1,4×109
	per os шприцем

	4
	
	Гранулы корма, пропитанные взвесью бактерий
	7,9×109
	в составе корма

	5
	Биол. контроль
Sacch. boulardii CNCM I-745
	Гранулы корма, пропитанные взвесью дрожжей
	0,6×109
	в составе корма



Из анализа результатов опытов in vivo следует, что лучшими вариантами биопрепаратов по эффекту действия на листерии были варианты № 1 и № 4 (таблица 8). В этих препаратах в качестве активного начала содержались клетки L. paracasei 1020/1572 в форме взвеси бактерий и сухих гранул корма, содержащих пробиотические клетки лактобацилл или дрожжей.

Таблица 8 – Данные экспериментов по испытанию биопрепаратов на мышах линии C57Bl, инфицированных штаммом L. monocytogenes ББ1

	№ группы
	Препарат
	Штамм
	К-во мышей в группе 
	Сутки после заражения
	К-во павших мышей
	ССГ, сут.
	% выживших

	
	
	
	
	11.6
	12.6
	13.6
	14.6
	15.6
	16.6
	17.6
	18.6
	19.6
	20.6
	21.6
	
	
	

	
	
	
	
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	
	
	

	1
	8
	Lb. paracasei 1020/1572
	9
	
	1
	
	
	1
	
	1
	1
	
	
	
	4/9
	4,5
	56

	2
	8.1
	
	9
	
	
	
	2
	1
	1
	
	
	
	1
	
	5/9
	4,8
	44

	3
	8.2
	
	9
	
	
	
	2
	2
	2
	
	1
	
	
	
	7/9
	4,4
	22

	4
	8.3
	
	9
	
	2
	1
	
	
	
	
	
	1
	
	
	4/9
	3,0
	56

	5
	Биол. контроль 10
	S.
boulardii
	9
	
	
	1
	
	1
	
	
	
	1
	
	
	3/9
	4,7
	67

	6
	Контроль
	-
	9
	
	1
	
	1
	2
	1
	
	
	
	
	
	5/9
	3,4
	44



При высеве селезёнок заражённых мышей на поверхность агара, обнаружен рост листерий «газоном», при посеве мозговых оболочек выявлены только единичные колонии. Высев селезенки мышей, которые питались кормом, пропитанным взвесью дрожжей Sacch. boulardii, показал присутствие единичных колоний листерий. 
Необходимо отметить, что обсеменённость фекалий (рисунок 3) во всех пробиотических вариантах и в биоконтроле (№№ 1-5) существенно превышала аналогичный показатель в простом контроле. Наибольшей обсемененность была в первом, четвертом и пятом варианте с биологическим контролем, тех вариантах, которые обеспечили наилучшую выживаемость. В целом, практически все варианты с лечением биопрепаратами обеспечивали сравнимую или повышенную (максимальная в биоконтроле с дрожжевым продуцентом – 67 %) выживаемость мышей, чем в контроле. Этот интересный результат, который повторялся и в предыдущих экспериментах, может объясняться несколькими причинами (например, эффективным вытеснением патогена), но требует дальнейшего осмысления и, возможно, постановки специальных экспериментов. Но, в целом, результаты подтверждают данные литературы по антагонистическому действие биопрепаратов с дрожжевой основой. Так, в работе Gopalan с соавторами [9] показано, что при высокой выживаемости животных титр патогенов в фекалиях остается тоже высоким. Маннитол  компонент клеточной стенки Sacch. boulardii, являющийся субстратом для патогенных штаммов бактерий, обусловливает их интенсивную адгезию на поверхности и последующее выведение из организма.



Рисунок 3  Изучение антилистериозного эффекта гранулированных пробиотиков на мышах линии C57Bl

2.4 Разработка лабораторного регламента на изготовление капсулированных форм пробиотиков в виде влажных и лиофилизированных Са-альгинатных гранул, предназначенных для лечения и профилактики кишечных дисфункций бактериальной этиологии
В результате проведенных исследований был разработан «Лабораторный регламент на изготовление капсулированных форм пробиотиков в виде влажных и лиофилизированных Са-альгинатных гранул, предназначенных для лечения и профилактики кишечных дисфункций бактериальной этиологии» (приложение В). 
Цель разработки – создание лабораторной технологии по изготовлению гранулированного (капсулированного) препарата, предназначенного для использования в качестве лечебной добавки, обладающей антагонистической активностью в отношении патогенной микрофлоры желудочно-кишечного тракта и способностью стимулировать нормальный иммунитет и метаболизм.
В регламенте изложена лабораторная технология изготовления жидких и сухих образцов гранулированных Са-альгинатных препаратов на основе пробиотического штамма L. paracasei 1020/1572. В качестве действующего начала препаратов, в дальнейшем, могут быть использованы и другие безопасные для человека и животных симбиотические микроорганизмы, относящиеся к бациллам, энтерококкам, молочнокислым и пропионовокислым бактериям.
В разработанном документе представлены все разделы, обязательные для лабораторного регламента: характеристика конечного продукта; технологическая схема производства; аппаратурная схема производства и спецификация оборудования; характеристика сырья, материалов и полупродуктов; изложение технологического процесса; материальный баланс; переработка и обезвреживание отходов производства; контроль производства и управление технологическим процессом; безопасная эксплуатация производства; охрана окружающей среды; перечень производственных инструкций; информационные материалы.
2.5 Депонирование новых штаммов симбиотических бактерий
Продолжены работы по нахождению новых симбиотических микроорганизмов, обладающих антагонизмом в отношении патогенных бактерий. Их результатами является депонирование 5 штаммов молочнокислых бактерий в музее «ГКПМ-Оболенск» ФБУН ГНЦ ПМБ: АВ-24 Lactobacillus acidophilus (№ В-15523); КВ-24 Lactobacillus kefiranofaciens (№ В-15524); ЭЛ-24/1572 Lactobacillus paracasei (№ В-15525); МНД-23 Lactobacillus pentosus (№ В-15526) и РВ-23 Lactobacillus plantarum (№ В-15527). Все они были выделены из различных пищевых продуктов на основе ферментированного молока (кефир, ряженка, йогурт, простокваша), БАДов в течение 2023-2024 года, изучены и лиофилизированы во флаконах. Штаммы представляют интерес как антагонисты кишечных патогенов и возможные компоненты новых про- и метабиотиков (справки о депонировании 
№№ 299-303 от 21.03.2024, приложение Г).
2.6 Публикации по теме выполненных исследований
За текущий период планировалось опубликовать одну статью в журнале, цитируемом в международных базах научного цитирования Web of Science / Scopus и одну статью в журнале, цитируемом в РИНЦ. 
В настоящий момент опубликованы 2 статьи в журналах, индексируемых в WoS/Scopus, еще одна статья принята в печать:
· Bataeva, Yu.V. Characterization of biological activity and evaluation of exogenous metabolites of cyanobacteria ‘Anabaena’ sp. IPPAS B-2020 / Yu.V. Bataeva, M.A. Sinetova, 
E.A. Kurashov, J.V. Krylova, L.V. Kolombet, L.N. Grigoryan // Microbiology.  2024.  Vol. 93, N 5.  P. 537-550. (WOS, Scopus, RSCI, ВАК).
· Батаева, Ю.В. Актинобактерии: противовирусная и фитостимулирующая активность / Ю. В. Батаева, Л. Н. Григорян // Биотехнология. – 2024. – Т. 40, № 2. – 
С. 84-92. – DOI 10.56304/S0234275824020042. (ВАК, RSCI, Scopus).
· Батаева, Ю.В. Перспективы применения Bacillus amyloliquefasciens в биоконтроле, метаболической инженерии и экспрессии белка (обзор) / Ю.В. Батаева, 
В.Д. Похиленко, А.Р.  Текутов // Прикл. биохим и микробиол., 2024 (принято в печать) (WOS, Scopus, RSCI, РИНЦ, ВАК).
Опубликованы 2 статьи, индексируемых в РИНЦ:
· Батаева, Ю.В. Исследование токсичности микроводорослей и цианобактерий и оптимизация условий их культивирования с целью разработки биопрепарата для сельского хозяйства / Ю.В. Батаева, М.П. Андреева, А.Д. Батаева [и др.]// Экологические системы и приборы. – 2024. – № 1. – С. 62-69. – DOI 10.25791/esip.1.2024.1427.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В текущем году продолжались исследования, начатые на предыдущих этапах выполнения темы, по поиску новых перспективных микроорганизмов-продуцентов, совершенствованию технологии изготовления препаратов на их основе и контролю физико-химических и биологических свойств готовых форм разрабатываемых микрокапсулированных препаратов. 
Идентифицированы и депонированы в «ГКПМ-ОБОЛЕНСК» 5 новых штаммов пробиотических молочнокислых бактерий: АВ-24 Lactobacillus acidophilus (№ В-15523); КВ-24 Lactobacillus kefiranofaciens (№ В-15524); ЭЛ-24/1572 Lactobacillus paracasei 
(№ В-15525); МНД-23 Lactobacillus pentosus (№ В-15526) и РВ-23 Lactobacillus plantarum (№ В-15527). Все они были выделены из различных пищевых продуктов на основе ферментированного молока (кефир, ряженка, йогурт, простокваша) и других источников. Штаммы представляют интерес, как антагонисты кишечных патогенов и возможные компоненты новых про- и метабиотиков.
Проводилось дальнейшее совершенствование технологии изготовления микрокапсулированных препаратов. Установлена возможность модификации 
Са-альгинатных гранул для придания им более высокой устойчивости в условиях действия пищеварительных соков ЖКТ, а также для сохранения микросфер после лиофилизации, которая вызывает их деформацию, растрескивание поверхности и частичное их разрушение.
Исследована сохраняемость микроорганизмов в составе капсул в течении 28 месяцев и подтверждена важность использования трегалозы в качестве стабилизатора жизнеспособности. Это свидетельствует о правильности выбранного подхода по созданию капсулированной формы пробиотиков и открывает новые возможности по подбору их действующей основы с использованием новых антагонистически активных штаммов. 
Разработана «Лабораторная инструкция на изготовление Са-альгинатных гранул с пробиотическими культурами, включая процессы культивирования штаммов, стандартизацию и капсулирования клеток, лиофилизациию и контроль препарата». С помощью инструкции проведена наработка образцов Са-альгинатных гранул с живыми клетками наиболее перспективных видов и штаммов симбиотических бактерий. Приготовлены серии сухих и влажных гранул на основе выбранного пробиотического щтамма L. paracasei 1020/1572 и составлены паспорта на 3 серии влажных и 3 серии лиофилизированных Са-альгинатных гранул с живыми симбиотическими бактериями.
Получены новые данные о том, что в экспериментах in vivo на модели листериозной инфекции мышей опытные образцы препаратов Са-альгинатных гранул с монокультурами авторских штаммов L. pentosus и L. paracasei обеспечивали более высокую выживаемость мышей, чем даже при использовании коммерческого микрогранулированного препарата мультипробиотика «Эльбифид».
Получены новые данные по эффективности против L. monocytogenes ББ1 экспериментального образца препарата молочнокислых бактерий – L. paracasei 1020/1572 и представителя вида дрожжей S. boulardii CNCM I-745. Дрожжи отличаются природной устойчивостью к пищеварительным сокам и не нуждаются в покрытии их защитными оболочками.
На основе проведенных исследований разработан лабораторный регламент на изготовление капсулированных форм пробиотиков в виде влажных и лиофилизированных Са-альгинатных гранул, предназначенных для лечения и профилактики кишечных дисфункций бактериальной этиологии.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А

Лабораторная инструкция 
на изготовление Са-альгинатных гранул с пробиотическими культурами, включая процессы культивирования штаммов, стандартизацию и капсулирования клеток, лиофилизациию и контроль препарата
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б

Паспорта на экспериментальные образцы Са-альгинатных гранул с живыми симбиотическими бактериями
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ПРИЛОЖЕНИЕ В

Лабораторный регламент
на изготовление капсулированных форм пробиотиков в виде влажных и лиофилизированных Са-альгинатных гранул, предназначенных для лечения и профилактики кишечных дисфункций бактериальной этиологии
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г

Справки о депонировании новых пробиотических штаммов
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Число выживших мышей, особи


Обсеменённость фекалий

1	2	3	4	Биол. К	К	7.3	4.8	5	5.7	7.1	3.5	Варианты пробиотиков

L. monocytogenes  ББ1, LOG КОЕ/г
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0EEPAILHOE BIOJIKETHOE VAPERIIEHHE HAYKH
FOCYRAPCTEEHHb HAYHR UEHTP IIPHIGIAZDION MHKPOEHOTOT HH H EHOTEXHOTOT il
(@BYHTHILIME)
S, 0 Cepryson . Onenc, Teppuropie sKsapran A, 1. 24
0ot (4567 Eafooblsn s g, /o obolnsk re

142279, Mocwonsran
T, 36:00-0, dane 361

No302 «21» napra 2024 rona

CTIPABKA O JIENOHHPOBAHUH

Tocy AapeTBeHHAA KOJICKLI TIATOTEHHEIX MIKPOOPFAHHSNOB 1 KIETOHSX
xytyp (" KITM-OG0/tenero npHEATa Ha Xpanertie asTopeKili tTase
witkpooprasmva: MHJ1-23 Lactobacillus pentosus

OcobennocTs, (npemasuanienne) wrrava: npercTaBiTe:s Hopuodropst KKT i
CHBHCTSIX 060104eK, ARIFIOWUICS BITATOHACTON KHIESHON TIOHKH, THCTEPH,
Gaunnn, KoTopi MOKET GuiTh H0T€3EH B PATpAGOTKaX HOBLIX GOpM 1POGHOTHKOB,
B TOM WHCIC ¢ HCNOABI0BETIEN, TPHEMOB WHKATCYIHpOBaiis. LLITaMM B OGITaX
18 MBILUAX Gl FHOEI AUBOTHbX, HHQHUNPOBAHHIX HCTEPHI

Jenosirop: Gencpabiioe Goprerioe yupekserins naykit T ocy uaperacinslt way b
LewTp npuNOlt MKpOGHOOTM 1 GHOTENHOTOrN Deicpuuicii a0 o
HAIBOpY B cbepe SAUITIA Mpan moTPEOHTENEH 1t GraronoAyA uetoseka (OBYH HIL
TIMB) PocriorpeSamsops. OTA€i GHIOTIMCCKIE TeXI 00T,

Anpec acmosuropa: 142279, Mockosekas oG7acts, ro. Cepryxon, n. OBaeick.
Teppiropus «Kapran An, 1. 24. Ten. 36-00-03, ke 36-00-10, Kox (4967). E-mail
info@obolensk.org, htp/swww obolensk.org.
Astopu: Moxinenko Birkrop Jlaunosirs, 2.7
K611 Hykisa Hipuia Asaroitseia

Kamwanacs Tiiyp AXveposirt,

Iravy aenounposan: 21.03. 2024 rona.

Iravy npuesoes permerpaunosii woveps B-15526
Jpexrop A, Jlataos
CHC orzena MB. @ypeos
KoMK KYTHTYD

/
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QEEPATHAN CIYAGA TIO HAZHOPY 1 COEPE SAULTHI IPAB TIOTPESHTENEN
4 BIAT OOy SIS YETIOBEKA

TOCYJIAPCTBEHHASI KOJUIEKIUSI TATOTEHHbBIX
MHUKPOOPTAHH3MOB 1 KJIETOYHBIX KYJIbTYP
«'KIIM - OBOJIEHCK»

AISHOE FIOKETHOE VUPEAJEHIE HAVKH
OCYAPCTBEHIEIA RAYUHBIR LIEHTP FIPHKAAHON MYKPOBHONOTHH  BHOTEXHOIOT s
(@BYNTHIIME)
142279, Mocroncuas oGacr, o Ceprysos, . Oorenc, Teppuopis sKaspran Ar, . 24
e 36-00-0, ganc 36010, kot (4967, - nfoobelenss g, Fip v cbolenc o

ACIOPT NITAMMA MHKPOOPTAHI3MA

Howep TKIIM-Oborancio: B-18526
Hara penomspossuns 21.03.24

1. B kpoopramisa: Lactobacillus pentosiss
2. Homep waun nanseenoname mravses: MEJL23

3. Tipuin fenoNuPOBAIIIN: SKOTOTICCKA SO CHMGHOTICCKMN NAKTOTALILS,
PETIFHONAS  TEHTO%, MDOAYIEHT  GHTHMHKPOOHSX  MCTAGOINTOR, dYHKUHOATHUNX
MOROUILI FPOAYKTOR I 0B ATIONIA HPOCHOTINECKI nOTeNILLION (Escobar-Ramitez. et al
2020; Ma Y. ctal. 2020),

3. Hatoresmoere: e yemanorens,

5. Ponocaonuas: pon Lactobacillus npmaaiexser x ure Firmicutes, wccy Bacill, nopiaxy
Lactobacillales, ceneficrny Lactobacillaceae. Eine n 1921 1oy Tax1oSaimiz, puyiaroun
netoay Fred E. et al. obomatn xax Lactobacillus penfosus, wo ¢ 510l Tasconoweft ue ice
coraacntcn. T wepes 54 to Dellaglio et al. (1975) nepneintn nokmae, 'ro mrrasv,
OBONIICHIIIE KUK L. pentosis, 1A TEHETINECKON YpORIE OTTINGLQTeS o L. planiarim, 10
‘rpeSonaicn cute 1 Apyite noxTepAieina. Tanko Hocae Toro, kak ZANONI P. et al. (1987)
nposes onexynapayio ruOpumnano JHK mix awyx myon sekroSawin Geio
OKOWIATEALUO YCTAHOWIENO, U0 L penlosus JeCTRNTEnsIO OTAGIOTER oF L. plantarim 1t
X 10p O CYIHECTBY €T KAk OTAEALIH MKPOOPTAIISN,

6. Jlama, weTosmm W wecto puzeaemun b anpeae 2023 1oy sienen s Keupa Mook
el 2ofans (ceo Llecraxoso, Bonoxomwexuil -t MockoBeKas OGiL.), TpHOBPETEIaro 5.
“TIL exon (y2. Bopounaona, 128, ropoacko oxpyr Cepayxon, Mockosckas ogacrs).

7. 2 AT AN Ky A8 Y OMOC1 GUOROZUNECK MEHONORU M NOTREKUINIES
squamyp OEVH [HL 11M5.

8. Meroat w pewymeramia maenmumanun: 1 ocuopanut MALDI Bioryper urraun
ompesenen (score value 2,1) wa Lactobacllus pentosus DSM 20314T DSM.

9. 3aKTIOUCHNE 0 TPYIE HATOrCWNOCTH: L PRIONS SATHETCS YWAREDCATLUED BIION,
OFITAOUIN D PRI KOTOHIECIIY WIOLEX - O NIPAET BEKIEYIO PO T TOTY e
MIOTIX  epNENTHDOMMNLX  IMLCRSX NPOVKTOR, Cro  200RRINOT 8 KOpM
COTORONOUAIICTICINY  RDOTIAE 1 DHO, OB ABDCTOH IpOIVIENION  PASIROINX
AUTIAKPOBILEX BELECTR 1} CHOCORCTRYCT CHIKERINO JurpISeNIS OKpyRmOei cpeis (U
F. etal. 2017). Jlanssic 0 ¢ro GETORHHOCTH OTCYTCTRYIOT.

10, Mopoarumeesne upiakin: . peniosus - rpawionosTessii, ne oGpasyiomut criop
20BOINO Ky MHKPOOPTAILAM, KASTEH IMEKT BT Y-UIHHCINIEX KOKKOR, (PEIYTLRN)
pamomcx Ganunna.  Tlodrony paepsi KICTOK NOTYT PaphtpoRars. oF 0.8-1,5 wxv 1
iy 20 2,5-15.0 Mk & Ay, KICTRI MOTYT OGYMECTSONAT TIOONNORC, 1B,
OSSN, 8 TAKIKE b KFYTOX I OMEPEHO COE UIMEHITEY HETONe,
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11, Kymrypaussie ocobesoern: Kascciecsofl IHTaTeTsso cpesoli 478 Spaumsans

Ko, wKu0vaA L. paracasei, anmerex cpesa MRS (de Man. Rogosa, Sharpe, 1960).

Tatcxe xapoto pacter i axrobaarape (TBA) - aaiore MRS, paspaGoramofi u [HILTME.

Hla i cpeaax 30 24-46 w1 mpit 30-37 °C BLpecTaior oxpyTToN (hOp, Geiie, CerKa BHIy Kibic

© IPOITIN  OpCOTOM BOKPYI € TETKD ONCPUEHIMMIL KPASME § ¢ KpEMOOGpaION

KoncHCTeinell ZMMETpON 013 10 S M0e KoTORI.

12 Gmmosoro-Suosummccke  cnofierna mrrava. | DaxysTAnIO-upoGHi

Janpoopru, Karaaaay i 06pasyet, ACTTY e paAIuet, Ceposoaopoz e o3payer,

TP e boceTaARTIRACT. THA GPOKCINA FONOGPHENTATIAIILIL ~ MPOIYIIPYIOT 00

mosepa osomo kncnom (D L), sakucisy cpeay swpammams 1o pll ke 40

Qepueiupyer wammT, coxipoly, MATTOY, HkTosy. apadimwosy, pamnosy. Pocr

uafzioxaeres » amanaone or 15 °C o 40 °C.

13. Cepotormcekme cooliersa: ne iccicionant

14, Tponykums anmiureon, GepMEIToR, ToKewnoR. Kpose Teperyci KOTOpOI, Moo IRoit

IO, TR MOACT BEPAGRTLBT I GAKTEPOITES, 70 ACHIET EFD LI KONIONEHTON

NPOGHOTITSECHITK CPEACTH 14 YeAORERA, NI 1 BOTILDS OPFAISNOB, (pOMLIIONETD

XTImO HpoTIS NmorIHK KmEN X narorenon (U . et al. 2017 Escobar-Remirez, et ol

2020: Ma Y. et al. 2020).

15. BupyacirTiocti, s 1aBopRIopHbLx AMBOTHAIY; GHNE NHEDOOPTAIIIIL XKDIOTEN

GeRpeANAMI A GeIONCK) W KMOTIEX, TOCKOTWKY  JAKTOSAmTITH INIOT

cratye GRAS (oGuietprrn Gesonaciian) or YTPABIEHNA 110 KOKIPOI 33 TPOAYKTANI 1

exapersast CILIA (FDA) i iaxonsres o cnnee QPS. (ksauuinposannod mpesybmum

Gesonacroer) o1 EApoNelickoro reirTersa 1o Gei0niciocTs mumenisx npoyKon (EFSA).

16, Veroliumocrs, (4yBeTBUTEILHOCTS) K AUTNGAKTCPATLILIN  HpenApars

uccaedoaana

17, Ornomernue € rowo- u rerepoToIILIM darast (1odarm): e tspuero.

18, Tencniieckine xapakTepReTIR: e wyverts

19, TipoimoaCTRENILE NOKWIATENN: He LECHE00aNS

20, Veaowus  wymnonponawns:  cybrymisiposaane va MRS wm JBA

ixposspoimsi yesomuex mpn 3422 °C.

21, Ver0BI XPANEIMIN: LT MORET XpIITLC Ge3 HoTpi choficTa i Tenmeparype 5-10.

“C ma MPC-arape 1 JIBA 1 wenee | Mec.. s SaMOPOENHOM BLIE ¢ Fmiepon i (-18) °C

e weitee 6 Mecamen. JLun JITCILHOTO XPIHCRIA NPEANONTITEINA MOGINAIA <

CHOTIA0BAIEM CAXapOI0-RETATHHOBOR SAITHON CPEAB B IICHTION rase.

22. Tureparypuste cevtann

" Ecobur-Ramies MC, o aL.Lactobacilspoiosss ABHEALL-DS: A i digestonresison lctic scie
Rt ed from  riona fermented Mesicanbeverage, ey ATgent icobiol 2020

= MY, i, Yan W, fian Hland L G (2020) Lctobcilspesoses Increasesthe Abuncance of
‘Akkeimansis and Affcs the Sem Mabolame 1 Allevite DS Induced Cols i  Murine Mocel. Frst
Cell Do il 91408, doi 1033891l 2020 S9 1408,

o Fred £ 10, W. 1. Petrsn, and . A. Anderson,The characeistc ofcetainpenose desitoying bactci,

espcily s conccms el ction on aabinse . Biol, Chen. 1921, 4834512

« Dallglo, V. Batazz, ind M. Vescovo, 1975, Deosyribonueleeacd homology snong Lacobasiles seces
ofhe subgehus Sieptbectetm Orl-Jesen 1.3 Syt Bacerol. 25 60-172

= ZANONIP. FARROW 3. A. . PHILLIPS B. A COLLINS M. ./ Lactoacils pentosss (e Petcron,
ni Anderson) p. . o, 1. /| NTERNATIONAL ] OURNAL OF SYSTEMATIC BACTERIOLOGY,
1987, Vol 37, No 4, 339-341

Ut 1, lesna Sinchez O, Pedeazs RO, Arenal A.C. / Lacobacils peniosus or Anima! N
aricle ] Joenat of Animal rodcton 2017.29 (1), 715

23, Opramwsatins-enoxrop: omoes Guonoeusecsis mexwosozui @5YH LHU TME.

24, Awropua: Houreneo Busmop fawauiosus, Kanawmacs Tusyp Axwepoau, Hyvana Hyna

Anamonseana. 7

25, opwa nenommpoRarm

Review

spaere
2L yapma 2024
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DEZEPATEHAN CITVAEA 110 HAIFOPY 8 COLPE JALLTHIIPAD HOTPESHTENES
MEAATONIOVYIA YETIOBEKA

TOCYAPCTBEHHAS KOJLTEKIUS IATOTEHHbBIX
MHUKPOOPT'AHU3MOB M KJIETOYHBIX KVJIBTYP
«['KITM — OBOJIEHCK»

GELEPATLHOE BIOURETHOR YAPERIEINE HAVKH
ATOCYIAPCTRENIMIF IAVHHSIE UEHTP TIPHKIATHOR MHKPOBHO/IOT M H EHOTEXIONOT it
(@B H L)

142279, Mosaumonn o, . Cepryon, . OBosenc, Teppmrops K A 1. 24
T 36.00:03, Gas 36:00-10, ko3 (4967, E-vai bl ok, Btps v abolenk org

X301 «21 » Mapra 2024 roza

CHPABKA O JIENIOHUPOBAHUHT

T0CY ASPCTBEIHaX KOTEKIUIA NIATOTCHHEIX NIIKPOOPIAHISNOB H KIETOUNLX
sym1yp «KTTM-O50€HCK» NPUHATA Ha XpaREHHe aBTOpCK i WrTasnt

skpooprasusva; 311-24/1572 Lactobacillus paracasei

OcoBenmoes, (npeauasnavienine) urravwa; npencanireas nopyohaops KKT
CMBHCTAIX 0GOAOUEK, KILIOWIICA GHTATOHICTOM KIILEYHOI TATONKH, THCTEpti,
AL, KoTOP NOKET GhiTh 0AESEH B PAIPACOTKAX HORBIX opM TpOGHOTHKOR,
B TOM HHGAE ¢ HCNOALIOBAHHEM pHewOB Hxancyamponams. [lITaym B omuTax
A LN CHILKR THGETS AMBOTHAIX, HH(DLMPOBINRLX THCTEpHANL

Henosicrop: Geeputisioe GioKerHoe YIpExTen i YK T ocy ispersesuli naysaf
HCHTp IPIKIAINO MIKPOTHQIOINN A GHOTEXHOIOTINY DETepaTiiion CIyiou 1o
HATIOPY B cepe JNTIA pab HoTpEGHTEREH 1 Graromorysnsn uenonexa (PBYH HL|
TIMB) Pocrotpediatsopa. oTaes Giooruseeks rexionori.

Aupec nenomuropa: 142279, Mockonckis obtacth, ra. Cepnyxon, n._OG
Teppwropmn «Kuspras A, 4 24, Ten. 36-00-03, axc 36-00-10, Kox (4967), E-mail
info@obolensi, org, bt/ oholensk.org.

Awtopsa: Toxnienko Buicrop Jlaninonis, 2.7.1.; Kanwarrraes Tinyp Axueposi,
K611 Hykimia Mpusa Asarombenria.

rane nemonupoan: 21.03. 2024 roa
Wirasiey npuesoen percrpaumoniii owep: B-15525

Jupexrop

HA. Jrion

KOMIEKILHORIILEX Ky BTYD

CHC otnena T M.B. dypeos
S
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DEIEPATSHAR CIVKSA IO HAIBOPY 1 COEPE AUIVITHIITPAB TIOTPESITENEN
1 BIATONIONY A HEOBEKA

T'OCY/JIAPCTBEHHASI KOJUIEKLIMS] TATOIEHHBIX
MUKPOOPI'AHH3MOB 1 KJIETOYHBIX KYJIbTYP
«'KTIM - OBOJIEHCK»

QEIEPALIIOL BIOJKETHOE YUPERTIEHIE HAYKIT
FOCYJIAPCTREHHLH HAYSHLIR [IEFTP TIPHATHON MIHKPORHOTOTVH 1 EHOTEXHONOT s
(@RI THLIME)

142279, Mocxosexa o, . Cepryxon, . OB, Teppuropit «Kiapran Ar, 124
Tes 36.00-03 e 360110, s (4967) E-malialo@oblens s, iy o obolcsk o

ACTIOPT INTAMMA MHKPOOPEAHI3IMA
Hoxep (T KIIM-Oborencio B-15525

Jlara renowsposans 21.03.24

1. B suspoopramuwa; Lactobacillus paracasei
2. Howep wam namwenonanne wrravsus: 37124/1572

3 Tipiunna Acnommponane: uwseTcR ST HOPWATHION WHKPOSHOTH RIS
Seaoneia  nposatet cooiicTon mpoda (Smokvina T., et al. 2013).

4. Matoremnoers: e yemanoarena

. Potocaomuun: pos Lactobacillas spmsaicxort & guse Firmicutes, xascey Bacill, nopeasy
Lactobacillales, cexeiersy Laciobacillaceae. Tpymna Suxvep Lactobacilus casel, xyia
o 1 mux paracase G omncan Hansen and Lessel n 1971 rozy (Hill D, et al. 2018)
Boupocis moNesKkrarype L. paracasei G BpEINCTOM MITCRCHBHIX AEGATON BCACICTAE
nicaKofl, Xak esoriTuriecKol cxomee L. carei It L. pardcasei, OTICMIN (ppaNCHTOR
reowa (Rocaeaomamensaoctn 168 PHK), Tk 1 beero reHoNa b aetos (Gornee 90%)

6. lava, merovuun: s seewo neincacmma: & 2024 o3y puzeici 13 BAJA ¢ raxTobaiaa 1
RYZUON, ApHOSETEHIORD wepes HitepieT-warasi OZON (roromrems Copap Ci.A) b
nyanere mazan (v Conerekas, TOA, r0poACKof okpyT Cepmyxon, MocKoRCKss OSIACTL).

7. e mACHTGITIpOmANA Ky ATy A OMOE3td GUOTORUNECKIE TESHGT0CI 4 KOMERIONI
xomomyp @BV THIL M.

8. Meroas w peyarars waermgmamm: o ocnowsans MALDI Biotyper s
ompesenea ¢ wicokolt onet seporrocr (score value 2,413) kak Lacticaseibacillus paracasel
ssp paracasel DSM 20008 DSM.

9. Sacmovenme o rpyne navoremocTH: GakTep L. paracase SHICIAOTN s MUY
IPOYXTOD, pACTEII, KEYA0MO-KAISTIORD TPAKT TETOBEK 1t AITIX. B OprGIMISNE
ICAORCKD BETPEHICTEA TPAMYILECTACHIO b KFICTINRS 11 5 POTOROR foRocTH.  Hekoropiae
AT L paracasel, xapaKTepIyIOUDICes IOBHINCHION YETOMNOCIHO X BOSCHCTAIO
[ T TS ———
npoGinomman (Cremon C,ctal. 2017),

10, Mopdoorieeiane npwsr: L pracasel - paNnoR0 TS, Ke OOyl iop.
Nuxpoopra, Ot XepaKtepusyioTes nazowsomLIO GOpNOH, parwEpowt 0.8-10% 20-50
KO, KOTOPI NOWCT GYIECTIODATS TG0 b OO POPME, TG0 B BHLC IENOTEK KICTOR.
11, Kyaurypaasnse ocobeamocrn: Kaacomsecnoil iTTeisiof cpezoft ne spauhaiis
mKToGLLLL, WO L. paracasel, ABAETEs cpen MRS (de Man, Rogoss, Sharpe, 1960).
Tusore xoponto pacrer i a saxroasarape (JI5A) —ananore MRS, paspaGorasuor s THLLTIMB.
Ha st cpexsx 33 24-36 1 mpn 33 °C ppacrator OxpyCIoR Gopn, AUNETPOS T 05 70 3
Mo, BLIYKILLC, TOTYTpOSpRINGE, Genecke GICCTHIUE KoOW. L. paracasel pacrer
aranone tewieparyp o7 10,40 37 °C ¢ omywoN ovoo 1442 °C.
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12, Gumororo-Guosiccie  caoiictna v, GayTamo-anpodi
ikpooprasu. Katazaty e 05psayer, ALY e PAAILKAET. CeponoAopoi e oBpaINer,
paris e voccramaanmnaer. Ton Gposeins - ferepogepNeToTIIL: TpORVIPYET
JHCYORYIO I L-MO011yi0 HCOTH 53 05paoRans i, SAKACIAE CPeA supambas 10 pFL
G 4,0, epUCTTIDYCT NHIU, CEXDOY, NATHTOSS, TAKTORS, HE EPNCHTIDYCT Py,
apatimony, padimnosy, seGiosy. Mpi tewneparype casune 40 °C upacrusecn se pacter.
s cxbammuaser w0A0k0 k 14 4 kynsriuposaa.

13, Cepoonmeckue enoficrna; i nccexooas:

14, Tipoay s aimireon, epNeiTon, ToKCIOR. KpONE HEPEKICH BOIOPSIA, KCYCof
MO KICHOTH, UTANN NORET DAPABATMBATS 1 GOSTEPHOWA, 170 ZETORT GT0 LEHTHN
HPOGHOTIO, HPORUIONIERD SXTHRHOCT. pOTAS koI XAILESX TaToreon (Topun
19, 2019).

15 Bupy AcHTIOCTS 18 FGODATOPHAIY ANBOTHMIK: I NIHPOOPFIN ABIOTCH
GepeNN 1A A0S IOTHLY, HOCKOTLRY O et Ty GRAS (oSmemrinis
Geaonacuuiu) o7 Vapanseinis no xowrpom0 22 npoxyTam  nekapersai CILA (FDA) it
Naxoteres n cnmere QP (seauaposaiio npesywmui GesomicriocT) o1 ERpOnEAckon
arewteTa 10 SesonscnocT TR APOYETOS (FFSA)

16, Veroimnocri (TynETINTETLIOETL) K ANTHGAKTEDRATLIMN  HPORAPATAN: 1
sccsedocana.

17, Oromesnie s owo- w FerepoorwmLN ara (TpoOgarn): i o

18 Tonerwsceine xapucrepuernaa: i e

1, Mpowssoscrscunui mokwsareans: i uceredonanit

20, Vewnun  syarmposnm: _cyorwmmposame MRS wm JFA
SkpowpogTX yCAOSX WP 32-36 °C. L1y wpasLIs § MRS-Gymone 1pi
Tewreparype 36 °C n escume 18-24 acon npi 80-100 06

21, Venonnn xpanemuns s oAET XpaDThEA s 0tep crofern pi eveparype 5-10
“C i MPC-arape 1 JTBA e Neee | Mec, B saiopoxcision maze ¢ FRULEpION Tpt (-15) °C
W€ Werice 6 Necsien, [Lid AUTELIOD NpUEIA TPATOTHTCT TOGRIOU ©
CIO0MIEN CaXADG20- CTHIOBO AT P § HCpTHON .

I ————

+ Smokvina T, Wels M, Polka J, Chervaux C, Brisse S, e al./ Lactobacilus paracasei
Compantisé Genomics: Towrds Species Pan-Genome Définitionand Exploiation of
Diversity /| PLoS ONE. 2013.-8(7): e68731. do:10.1371joumal pore 0068731

+ 1ill D, Sugue |, Tobin C., HillC, Suanton C, Ross RP. The Lactobasilluscasi Group:
History and Health Related Applicatons.Feont Mictobial. 2018 Sep 10:92107. ok
10.3389/fmich 2013.02107. PMID: 30208055; PMCID: PMC6160870

+ Cremon C., Guglilmet S, Gargri G, e al. Effctof Lactobacllus parcasei CNCM 1-
1572 on symptams, gt wcrobiot. short chain faty acids, and immane octivaton in
patents with iitabi bowiel syndrome: A pilot randomized clinical il / Usited European
Gestoenierology Jourmal - October 2017. 10p. DO 10.1 77205064061 7736475

& Topu 1. 0., Tpowoma 0. A Makcion B. A., 1. A urasw-<iesn s
deron aacroSaunn L. casel DG (L paracasel CNCM 1-1573) i soaxonocrs ux
e R P T e —
racrpoomteponorin, -2019;1622)1151-158.

23, Oprammsanns-enounrop: omdes Guotoeuvecsis mexworoui DEVH [HI IV
24, Avropu: ﬂmuwglut Bamop anusonus, Kanvanmac Tusyp Aswepoans, Hysuna Hpusia

Anamomesa ~

25. opya enonmponanw; sparcriec
2l wapra 2024 .
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DEEPATEHAS C

VHBA TIO HAZIOPY B CUEPE SALLUTSI NPAB TIOTPESHTEAE
1 BIATOROAY YA HEROBEKA

TOCYJAPCTBEHHASI KO/UIEKIHS TATOIEHHBIX
MHUKPOOPIAHH3MOB U KJIETOYHBIX KYJIBTYP
«'KIMM — OBOJIEHCK»

DEAERATSHOE BIOIKETHOE SUFERIEHIE IAYKI
FOCYJIARCTREHHBI HAYSITLT LENTP IPHRTALOA MHKPOSHOTIOT It 1 GHOTEXHOTOT it

@BYH Il V)
1102279, Mockoseag s, . Ceprgon, . Oosehe, Tppiropns ks A, . 34
T 3600003 s 3011 i 4507, -l bl or. G/ www bl rg
Ne299 «21 » Mapra 2024 roma

CITPABKA O JIENIOHHPOBAHUH

Focy AapCTBEHRAS KOLIEKI MATOTEHHHIX MIIKPOOPIEIIHIMOB I KISTOUHSX
Kymayp «KIM-OSonencio» NPUHSTA 13 XPaHeHe ABTOpCKItl WITaust
sunkpooprasiava: AJl-24 Lactobacillus acidophilus

OcoBentiocTs. (npenasiasenne) urramwa: npeictasireas nopyodiops IKKT i
CANSHCTBIX OBOIONEK, ARFAIOLUIHCS GHTMOMICTON KHUIEHHON TA0UH, TcTepiii,
G, KOTOPSL MOKET Gt HOIE3€H B PAIpACOTEX HOBSIX (0P MPOGHOTIKOD,
B TOM HIICHE € HCTIOTI0BaAHEN NPHEMOB HHKAIICY THPOBAIA.

Aemosurop: Geacpuisioe Goxerioe yipeAesss Hayki ol '0cy AsperacHs Haysii
Lkt upmiaaoli MikpoGnoTor 1 GHOTEXITOTOMY DetepILON CIKDH o
Jazsopy b clpepe saner npa norpedTedell it GraromanyA yenopeka (PEYH IHIL
TIME) Pociiorpeinaiiops, ot SHo1ommIEeKIX TeXHonori

Anpec memomuropa; 142279, Mockonckas ofaacrs, ro. Cepmyaon, . Ofoscick,
Teppuropun «Ksapran Av. 2. 24, Tex, 36-00.03, duke 36-00-10, Kox (4967), E-mail:
info@obolensk.ors, bitp:/Avsaw obolensk.org
Antopua: Noxineriio Buskrop e osi, 7.
X6 Uykmta Hpua ANrosesia.

 Kaaairaen Tineyp Axsieposits,

Iiras aenomuposan: 21,03, 2024 roza.
Wrasisy npicuoen pernerpaumouui owep: B-15523

~ WA lgmion

% // M.B. ®ypcas

Jupextop
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DEIEPATLHAR CVAA 10 HATBOPY B COEPE SAILVTE TPAB TIOTPERHTENE
W SIATOO YA HETOBEKA

TOCYIAPCTBEHHAS KOJJIEKIUS IATOTEHHBIX
MHUKPOOPTAHM3MOB U KJIETOYHBIX KYJIbTYP
«'KIIM — OBOJIEHCK»

O EPATHOE BIOKETHOE YUPEKIIEVE HAYKIL
FOCY HAPCTBEHHbIY HAYSHBIH LEHTP PHICTATHO NOIKPOBHOTIOTHIE  BHOTEXHOTOT ity
(@BYHTHILINE)
142279, Mocroncxas o, o Cepryson, i Oosenc, Teppopis «Kaspras As, 2 21
Tex 36:00-03, fase 360110, k0 (6967), - ol n el g b e ol o

ACTI PLAHUBMA

Hoxiep (T KIIM-Oboseuci B-15523
Jlara senowmposauus 21.03.24

1. Bua sunspooprammssea: Lactobacillus acidophilus
2. Howep s sanvenonanne urrasmva: AB-24

3. Opwssna nenomupomamus: rpedcmasimess nopwobsopn JKKT u catcemss ofotoues.
OOy dhynyuonaoises semaBosumoe, Koxmonenm rpoGuamuvecrss cpedcme.

4. Tavorenmiocr: e yemanonsens

S. Ponocaonas: por Lactobacillus npwsaanexsnt  duune Firmicutes, xaacey Eacill, nopey
Lactobacillales, conciery Laciobacillaceae. Barepin wixa Lactobacillus acidophilus nmepanic
LU MICPBAC BEUICACHS S HEAy TOUO-KIIEAOFD TPAKTa Se1onika 1900 roxy 3. Mopo 10
woswes: Bacillus acidophilus.  Bommicrio  neeneaosamil Gio  nposcicuo 1
wrasee NCFM Laciobacilus acidophilus,

6. Jlara, nerom w weero munenenns: sneaps 2024 2, uderen u3 focypma ¢ saxmyaosoi
npuoGpemennozo o TI fuckonm (1 Bopowosa, 128, zopodcroi vipyz Cepnyzon, Mockoacxas
ofiacm,)

7. Cae maewrudwunponana syasry]
yawnyp @BVH [HI ITME.

8. Merous w pewansar waerrdmeannn: i ocuosain MALDI Biotyper wmasc
onpedesen ¢ aucoxois dured eeposmmocmu (score value 2.485) kax. Lactobacillus acidophilus
DSM 20242 DSM.

9. Juicaoueine o rpymme natorennocn: Gaxtepu 1. acidophilus OGHTIOT 5 oT0cTH S,
NINIING 4 WIAFTA WICKOTTAONEX W UO3TONY He OMIOCAMEA K NmOZENIN 04
werosexa supoopeanisva (Wewscpos B.A., 1998) L acidophilus Taxxe oes xopomo
HOANOIIT 113 OGHTA 4 WOIOHON PEE, TOCKOTLXY GEMEITADORLIOS MOTOKO ABTACTCH
WICATBN NETOZON 0CTANKU 1% WHExperua L acidophilus 8 MKPOGHON  ximeninnsa
(htpss/en.wikipedia org/wiki/Lactabacillus_acidophilus). loorowy a1 Gaktepm - miporo
HCHOTLSYIOTCA B COCTaBC HOGHOTHISCKI HPENETOR, NCINAILNICII 14 HOPNATALI
Gy ey AOO-KHIERORD TPAETa

L s T —
FpaNtoToRITeB e a0t pamicpom 0.7-1,2x5-10 ks Tlwioukn ¢ sapyraenma
KON, PACHOTATIOTCA HOQTINONKE, TAPANI LT B BILAE KOPOTIAEX Lerosek. KIyTikon it
enop e oopaayior.

1. Kyaurypaawmsse ocofemocmn: Knacairieckoil snexmmmiof mimareasioll cpeiol
pasaL AaxroGauu, mkowas L ackdophilus, waaseres epezn MRS (de Man, Rogosa,
Sharpe, 1960). Tacxe xopouio pacrer ua nakrobasarape (J15A) - anazore MRS, paspaoranmoft
 THIUTIMB. Ha smix epesi 5a 24-36 4 nespacract b nitte 06aoio acpoxonariie Kozomm (R-
bopa)  Goree Tenmut newTpoN, uerpON 2+ .

mdenns Guoocuecsics mesHoRozud U Kosen oL
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12, Dusuoaoro-Gosmvmeceine enolierna nrrasiwa, Gaxyp sl aiapod. Karay ne
ofpasyer, Oty 1A pocta 36-38 °C. Pacrer npit st suanesuusx pH or 5.0 10 70 ¢
ommusywon pH 5.5-6,0. Tut Spossernns - rovofhepenTaTaBILR ¢ 05pasosaiey DI oot
Kcaom. THAPOMISYET OCKYMNE, (DEpENTIPYET SMHTELN, ICLIOGUORY. (pYXTOR
IOy, AGKTORY, NGTURY, CATHINN, CRXAPOTY 1 TPSTATOSY. ANMIAX 3 aprImID e
OBpa3yeT. AKTHEHOCTS KCA0TO0GPI0RIE R NOTOKE 31,9 % MOTOwIO KCHOTS
13, Cepoorwcexwe epoiterna: LUTasn TPOSBIRIOT CepOTOTITIEKoe PISHOOTPAIIE It e
O FpymOB pEARIN.
14, Tpayxuw aiureson, Gepenron, roxention. [l 0GI0T IpoTeQTITIIECRIN
& amomrmsiecka cpoicraain (prortosa, Maops, 2017). ¥ L. acidophilus, wax 1 y spyrins
FOMDCPCHTITHAILX BILTOR AOKTOBUILLE, WY, OGPEOMIMITICA B PEyTLTAIE KON
Fekcor NOX ASACTINEN AKTATICTIIPOISIAY ICAPAISEIC 8 MOTOWIYIO. wicaory. [Ip
OUIPESTENIARK YCIOAIAX KYTFTHRSOBANA LITAMACK NOTYT OTDIORHEAT 13 THPYAIA TARAC.
anCTomT 1t eI, KpOME TOro, TN IPOIYIBIPYIOT 1ICPEKIICHELS COTIIENTIE ~ PEKict:
00O, THOLCILET H FHICTHOAONAY, OB TATIOILIE CHLTIAN GAITCPIATY ACHETRCN 12
SUHOF1 AKPOOPIIIIS, KTIOAS ByKAPHOTH. O DO KA UtaNiasn L acidoplils
1 PRt GUTEpOIIIOR — AUNAOILTIN, AKTOIANR, AKTOS, kIO (parTosa,
Matopa, 2017).
1S, BUpyACITHOCHS 18 TAGOPATODHAY ANMOTILI AIE NHKPOOPUNISNI STTTOTER
GesmpemiM 18 YIONCKS U AWOTIAX, MOCKOTY owl Golee ARV AccHTurcIl
HCTOHYIOTCH  COCTABE ATOTIX POGHOTKOR, HOTYPTaR it APYTIS MOIOMIOKHCILIX HAIITKOR
(kadapon 1 7p. 2021),
{6, Verolimmocts  (yBcruncIsnocr) Kk ARTGITEDNATMN  UpEapari:
ecnaanesen K nemaguny,  oawowsuny,  pupasmigie. B enon
amuGHoTmKoyCrofuNBoCti L acidophilis ROCHT APKO BHPBEEIHSLA NTINMON XEpAKTED.
(Hpiarrosa, Matopa, 2017),
17, Ornomicne x £awo- 1 FerepoA0rIIILIN darast (npoarn): e wsyuens.
18, Tenermacckane xapaicrepuerme: e e
19, HpoumozcTnermue NoKMATEN: Ke UCCTEO0GTH
20, Veaonm  xymrunwposamnm: cybryiumposamme ma MRS wm JIEA
Mikpospofmni yeaomta npi 36-38 °C. TayGimmoe supaumsas » MRS-Gymone mpi
remeparype 37 °C i Tesene 18-24 1acos iph 80-100 oG/
21, Vet0ns XpAEHN: WTaNN NOKET XPLIITLCS 0€3 TOTEPH CROICTS TP TesmepaType 5-10
“C i MPC-arape 1 JTBA e wence | M., 8 S0MOPOKSIION ILIC © Fmepinon mpi (-18) °C
We Meice 6 wee JUIM ANTEIMOI0 pUREHEA MCUOSNICT mOgIOA  ©
1COA0RAEN CAXAPO30-<EAATIHORON SALLITHON CPEAS B IEPTHON rade.
o ee—
* Ulewtepon BA. Meamuinekas MuspoSias SKoTors i Gymamonamaoe mrrame.
Mocsua: I pair, 2001, -T. 3. - 287 c.
utpsfn,wikipedia org/wikifLactobacillus_acidophilus
Hprarrona A ., Mamopa A.B. / Ikonoro-Gueoriseckas xsparepucriuxa Lactobacillis
acidophilus /| Ukrainian Journal  of Ecology, 2017, 7(4), 214-230, doi
10.15421/2017_109.
o JLmadpspon .M. 1 tp. Teperiekimns eI TPOGHOTHKOR TP IEschu
‘nepmurarrrra. Meaumimer axpasi. 2022. No2. DO 10.33667/2078-5631-2022-
2710

23, Opramsauua-aesosrops omdes Guorozuseckics mexworozui OEVH [HL MG
24, Awropes: 1y ggo Bumap s, Kassanmaes Ty xscpooi, By Hpa

Anamorsesna
25, dopwa nenonposa: spareriic
2 wapra 2024 .
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DEAEPATIAS CAYAGA TIO HATIOPY B COEPE SAUIVTEI TPAR TIOTPEHTEAKH
W EIATOOAY I UEHOBEKA

TOCYJAPCTBEHHAS KOJLUIEKIUS TATOTEHHBIX
MHKPOOPTAHU3MOB H KJIETOUHBIX KYJIBTYP
«'KIMM — OBOJIEHCK»

GEEPATILIOE BIOTDRETHOE YUPERIEHIE AV
\FOCYIAPCTBEHHBI HAYUHbIF MEFTP TIPAIKSIAIHON MIHKPOSHOTOTIN 1 BHOTEXHOTOTiiy
(EYHTHL S
142270, Mociomesun uicr, o Cepryos, . OBosene, Tepputopus «Kaaprss A, 1, 24
i 36-00-0% e 36-00-10, kna (4967, i oGk rz. D e bolensog

300 21y apra 2024 roza

CITPABKA O JIENOHUPOBAHUA

TGy AGpCTBAHAA KOIEKLUI NATOREHHBX MUKPOOPAFNIHON  KICTOHIIS
ytiryp @ KIM-OG07ericio, NPUEAT 12 XPaieHHE ABTOpCKIti UITAMM
sikpooprasisyia: KB-24 Lactobacillus kefiranofaciens

Ocobemnocr, (npeuamasenne) wranwa: rpescTasieis Hopuodnops KKT i
CHISHCTAX 050704EK, HBAOULITICA MTATORHCTON KHIIESHO HANOUKI, AHCTEpH
Gauwn, KoTopmi MoeT GaiTh fT07sEH B Pa3pAGOTKAX HoBkix opM TpOGHOTIKOR,
B TOM HHCHE C HCTIOAL3ORANHEN IPHENOB FHKIKICY TIPOBANN.

enosmop: DeAcpuIIOE GIOTRETHOS YHpeRICHIA HayKit o Ocy AapeTReHII: Hay WISk
LD ApHKHNOR. AKpoGHOATIU § GrotexkoTormy Dexcpasiofi eayGai 1o
WPy B epe suuurrid 1pan motpeDHTeieih 1t Graronosyn neaoseka (BBYH THIL
1IMB) Pocriompefiauznopa. oTien GHOTORECKIX TEXIOAOIT

Anpee nenowmropa: 142279, Mockobckas oGiacth, r.o. Cepnyson, n, OBoreick.
Tepprropus «Ksaprax Av. 4. 24. Ten, 36-00-03, ke 36-00-10, xan (4967), E-mail
info@obolensk.org, htp://whvvobolensk.org.

Astoput: Moxinerko Binkrop Aaosss, 3715 Kuiwasacn Tieyp AXveposid,
KB Hyxisa Hpiiia Aaobeuia.

Uiraw enonuposan 124 rosa.

Wiravsry upnenoen pernerpatmonii Howep: B-15524

Ilupertop WA, llsrios

CHC omens
KOMICKIONIHX KyABTYD
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OEIEPATBHAR CIVABA 110 HATBOFY B COEPE SAILVITHI IPAB TIOTPEGHTENER
METATONIO/YYMA YEIOBEKA

TOCYIAPCTBEHHASI KOJUIEKIIHST HATOI'EHHBIX
MHMKPOOPIAHU3MOB H KJIETOYHBIX KYJILTYP
«'KIIM — OBOJIEHCK»

DEEPATSHOE BIOKETHOE YUPERJIEIHE HAYKI
AFOCYAPCTBEHHIF KAYNHAIT LIEHTP FIPHKAHOM MHKPOEHOTOTHI H SHOTEXHOTOT:
(@BYHTHILTME)

142279, Mocronceax o, Copryon, . Ofsenc, Teppropin «Kapraa Ax . 2.
T 36-00-03, s 36010, ko (4967), E-mal infodZobelens s, Wiy ol ork

HACHOPT WITAMMA MUKPOOPTAHU3MA

Howep ([ KIIM-Ofoencior B-15524
Tra seuowuposauus 21.03.24

1. Bux wpoopramssia: Lactobacillus kefiranofaciens
2. Howep s manvenonanne urraswa; KB-24
3. TIputina_enoNNPOBRINA OCHOBION TPEICTABTEN: IKOGHETEMH KEPHPHOTD it
ORYICHT GuOdYHKIONATIIGDS  NETICOTIIOR, JCTOUNX €10 QI W3 HANGONES
DOIXCAALIY KALATOR 7 1CTIOTB0BIA 8 KIISETHE UPOCHOTHIECKOT] HKRACKL
4 Tiarorennoers.: e yeranoarens

poa Lactobacillus npmiascaye x e Firmicutes, xaacey Bacill, wopsixy

Lactobacillales, ceeiicy Lactobacillaceae. Baxtepms s Lactobacillus Kefiranofaciens
nepaiic omycan Rividre et al. n 1967 rony, neenciuusie s kefpnprtex sepers,

6. [laTa, uervammK 0 wecTo BeIERGSIS: Azaps 2024 £, audesen w3 Kehupiazo NamumKa,
npuotpemennozo o TH Jucxonm (y3. Bopowarona, 128, 2opodcxoi oxpye Cepryxos, Mocroncran
obiacm)

8 KYALTYDR: OMORTH GUOTOLNECHIE MEXHONOEU KOOI

8. Metoma u pesymuans wiennugusanm: 10 ocosunn MALDI Bioyper
QmpSeIeH ¢ BCOKOi A0TEH peposTIOCT: (score value 2031) ka Lactobacillus kefiranofaciens
ssp kefirgranum DSM 10550T DSM.

9. Jaxmoucume o rpynne navorcunocrw Gasrepm L Kefiranofuciens soxuupyet u
KCHPILX SePIIX PV WIOB \OTOKA 1 T€OrPAITEEKOO TPONCKORICTIS, ARIRACE
OCHORIN KOMIOEIFION, Ke(piIoll Ky OWit MIBSCTIIM CBONNIN TEXHOIONWIEEEIINIT
VAPCTOUIN! 310pOREC CROIICTAANH, BKIIONAA HOACKIETEILDE ACHCTANE 1 MKPOBTOPY
I, HAYHONORY IO, KORTPOIT YPORIHS ANTION KO, FWIIETONIO, JUITY OF
et n onyxonei (Georgalaki, e a, 2021),

10. Mopoaoruseckine upimai: k1T T MpeACTARIACT CobGll FpAMIOTORITE e,
HenoTIAUe, e OOpaIOWME  CIOP,  CNCODPRIVIOIIE,  TOMOJepMEITIPYIOIY
ARYTSTATHENO  aadPOTHE TATONROMIIE AKTCpHI, KOTOPHE OTUAIACH OF beex
aoctoepio omscmmsX ToModepuenTHpyIo 208 poma Lactobacillus o xspasrepy
‘eperramn yracsoxon (Fujisava, et al. 1988). Hyeior pawep 05-12<3,0-12.0 w1
CTICHIOTS b BIAC OTUHONHKX KIETOK, AP WHOTA KODOTKIN IEMONKEMI

11, Ryairypanuste ocobeuoeru: Kiaccuneckoll sneirusuoll mirurensiol cpeaoil a1s
BvpasRIA 1Ko, W0 L Refiranofaciens, unnsercx cpean MRS (de Man, Rogoss,
Sharpe. 1960). Tacke xopomo pacrer u wa_arobaarape (IBA) — aswiore MRS,
paspaboraol n IHLL 11Mb, Ha omix epeasx 32 24-36 1 npin 30 °C ppacraior kpyrmse At
lenpaaiuzeioR Gopuss, naneTRON OF 0,5 10 30 AN, BHTYKIME, HORyBpOSpIILLE Gemie,
EALIKI 1 IIEPOSORATHE €0 G350 KOOI
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12. Dusmooro-Goxmceiae enoficra urrasa, GaxyTbTan pos. Keray ne
ofpamyer. Ommuyn ia poera 3543 °C. [Tpu rexmeparypax 15 145 °C pocta e HaGmozIOCH.
Pacrer npn nwwaaw sussemx pH cpou ot 50 o 71 Tun Gpowemix —
rouoepueTETIIA ¢ oSpaosuey DL-votowoll et L kefiranfaciens e
DUACTAIOT T35 Y TTIOKOSH, AMPSGATIAIET KATIORY 1S CAXOPOTH, 1O e 13 DNATILIIS,
0Oy THIA, EAAOGHOS, b-TENTIOSHORH, YIS, AT, TPEratod M D-Typano.
Fiutpoiris Jcky i KC pusaer.

13. Cepoitorecsae emollerna; 1c Hecieronast

14, Tpoxysmn awrmrenion, dpepwienron, Tokciion. 1Ipn_ onperereiis YCiouE
yTipoRmY TR WpalarTdRACT  TH. KSUP)  BOIOPICTOOPAMGD
ACOROMOEKY ISP HOINEP TTIOXOIUAKTAN, KOTOPH MOXCT GGTl. NETIOIS30RIN T3
Conu Howmex nEwaX saryeTiTenci (Wang, et al. 2008). Kpoie Toro, LT spaGATIBacT
TIOIPOBIAC REIIECTER, THOWAIRIOLTIE AXTHAHOSTS  OTHOMENIN Psetidomonds derigindsa,
. coll, Staphylococcus aureus, Streplococeus pyogenes w S. bphimuriu.

15, BupyAWTHOCTL 1M A3S0pETOPHbLX UBOTIIAX. IAIIHE AHKPOOPTAITISNI ABTTTEH
GeampEIIN AT YeA0RRKa 1 AWROTHH, IOGKOIAKY OIIN 0 REENY MILPY NCHONLSYIOT &
KutoTna BKBACOK MOIOKA TP TOTYREAT Kefpa, HOTYITOR I IPYTIX. MOTOIORIGIX.
‘mamirion (Georgalaki, et al. 2021).

16, Veroiinmeocr (TYBCTMITEILNOCTE) K ANTHGAKTCPUATOMMN PENAPATAN: 10
uccsedveana

17, Oruomeine € rowo-  rerepoarwL arast (spogarn): e wyuerd.

18, TeHeTICeknE XAPAKTEpUETIRI: 4E syt

19, TIpOIIBOACTREIIILLE MOKKITEE: He UCCHE0ATIN

20, Veaomms  wyavruswponauna: _cyocymmmpoanne 1@ MRS wm JBA
MitkpomopofTsHIX ycoueX it 33-36 °C. [y Gieaioe ppasmaria n MRS-Gymione it
Tesneparype 36 °C 1 Tenenne 18-24 wacon upit 80-100 o6/,

21, Y uomn XPANEHI: IFTa\M MOKET XPAUITLCA Ge3 HOTEH enoflcTh pu Tovneparype 5+10
“C s MPC-arape 1 JTGA e Nenee | Ncc., 8 SSMOPUJCHION e € FAUKEPTIHON (pi (-18) °C
e medse 6 Nee. JUN UUNEIMOI XPWCHNA MPCTONHIIETE AWOgwuSam ¢
OO OBAEN CAXAPO3- FETRTINOBOM SAIDTIOL CPETIA B HIIEPTHON 135

22, Murreparypinie cevia:

'+ Riviére, J.W.M. Kooiman, P.; Schmidt K. Kefiran, a novel polysaecharide produced in
the kefi grain by Laciobacilluy brevi.

« Georgalaki, M; Zoumpopoulou. G.; Ansstasiou, R Kazou, M.; Tsakalidou, E-
Lactobacillus kefiranofaciens: From Isolation and Taxonomy to Probiotic Propertcs and.
Applications. Microorganisms 2021, 9, 2158,
httpsy/doL.org/ 103390 microorganisms9 102155,

« Fujisawa, T; Adachi, S, Toba, T Arihars, K. Mitsuoka, T. Lactobacius
Kefiranofociens sp. nov. isolated from kefir grains. nt.J Syst. Bactriol 1988, 38, 12-
14, bups /dois10.1099/00207713-38-1-12.

« Wang, Y.P.; Abmed, Z; Feng, W.; Li,C; Song. S.Y. Physicochemical propertcs of
cxopolysaccharide produced by Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 isolated from Tibet
Kefis It I, Biol. Macromol. 2008, 43. 283-288,
hitps/doi; 10,1016 ibiomae 2008,06.01

23, Opramusans-aenosTop: omde Guoozuseckux mesiotozuis PEVH THI| ITME.
24, Awrophi: ﬂnxu%wmn]l Harnaos, Kavwanmaea Tuyp Axveposus, Uyeuna Hpuna

Anamorsesa
25, @opa senomupoBaN: spaele

2l Mapra 2024 ¢
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DFEPAILHAR CTVKEA 110 HATEOPY B COEPE JALLUITHIIPAR [IOTPESHTEEH
M BIATOIONY S YEIOBEKA

TOCYJAPCTBEHHAS KOJLIEKLUSI TATOTEHHBIX
MHMKPOOPTAHH3MOB U KJIETOYHBIX KYJIBTYP
«'KTIM — OBOJIEHCK»

BEEPAILHOE BORETHOE YAPERIIEHHE HAVKH
TOCYJAPCTBEHIbIA HAYUHBIL UIEHTP IPHCIATHOR MIHKPOFHOTOTHH 1 BHOTEXHOTOT I

(@RVH L ME)
112279, Mocsonckat o mcr, .0 Cepnyan, . Ofonenc, Teppuropu eKisprss A, 1. 24
Ten, 36-00.05, s 36.00-10, ko2 4967, E i it Gcboleakorg, mip- s obolerk org

@303 21 » wapra 2024 rona

CINPABKA O IENNIOHUPOBAHHH

TCy HapCTBENHaS KOLICKILAS NATOTEHHX MHKPOOPTAHIIMOB H KIIETONNX.
Kyas7yp (I KIM-O607e1io) MpiATa 113 XpaneHine aBTopcKiti uray
sikpooprarswa: PB-23 Lactobacillus plantarum

OCOGENHOCTE (MPETHABHANIEHINE) HITAMMA: TECTABHTENT: HOpNOgA0p HKT 1t
ABIROCA AHTATORHCTOM, THCTEDHH, GAILALY, KOTODELH MOKET GoiTh foTesert 1
~PAIPAGOTIaX HOBBIX (JOPM IPOBHOTHKOB, B TOM HHCIE C KCTION30BIHEN TIDHENOD
macancy uposannis, LITanM B ONBTAX HA MMX NPHOTHI K CHIKEHIO
OGCeMEHEHHOCTH THCTEpHANI IX OpTaHOB.

Jenonmop: enepatsioe GokeTHoe yupexcient wayki «Tocyaaperseli wayusili
LeHID NPICIIHOR MKKPOGHOAOTHH 1 GHOTeXHOAOTII DEAPTHION CIyADH 110
HUOpY B cepe LT s fIOTpeGITEAEH 1 Grarononyns senovexa (OBYH THI
TIMB) Pocrotpediasope, oTAeA GHOIOTHIECKI TEXHOTOTHH,

Axpee nenomropa: 142279, Mockocxas oSmacrs, ro. Cepnyxon, 1. OG0icHc,
Tepprropns «Knaprax Av. 1. 24, Tex. 36-00-03, daxe 36-00-10, xoa (4967), E-mail:
infoi@obolenskorg, hip://swww.oholensk org.

Apropus: Ioxunero Bixrop [lasuiosis, 1.1.
K61 Uyiama Hpwia Anarotsesna.

+ Kamvasraen Tineyp Axsieposirs,

1.03.2024 roze.
i nomep: B-15527

[ravm aenonuposan;
Ultavmy npicsocen perneTpatonn

lupextop WA, Jlsmion
CHC orzena I M.B. dypeos
EES e (fOP

P
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OEIEPATEHAR CIVATA 10 HAISOPY B COEPE SAILUITH TPAB NIOTPERHTENEH
W BIATONONY NS YENOBEKA

TOCYJJAPCTBEHHASI KOJUIEKIUSI MATOT'EHHBIX
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142279, Moconca oscr, 0, Cepnyon, i OSosenc, Teppuropis «Kaapras Av 3. 4.
Ten 160003 pase 360010, o (4967), E-malinfobvlensh o, b/ cbocosk org

DACIOPT LITAMMA MHKPOOPTAHH3M

Howep (TKITM-Obonescio B-15527
Jlara penonwposunns 21.03.24

1. Buux suwpooprania: Lactobacillus plantarum
2. Howep s namscronanne urrasva: PB-23

3. TIpROINIA ACTORNORSMIN HAIACICA WIPOKO PACUIPOCTPRNEIIAN NPEICTANITENEN PO
“HONTOBAUILLI 1t OCHINHO COTGPAITCA B0 MHOTIX (JEPMENTIPOBIIX. IHIICHX IPOAYKTAX.
RO o0 OO i1y NANGOTGR TOIXOIAIINX. KALUIATOR 75 HETOIOBINER b KaecTse
poBHOTIsecKof 00

4 avorenuoers. we yemanosiona.

. Poxocaonman: pox Lactobacillus npwiazaesr x duse Firmicutes, neey Bacill, nopasy
Lactobacillales cenciicray Lactobacillacede. [1A155a 1epbencrsa n OTKPUTIN AaKTOBAKTEpE
(iestiay o Wmecnint Kax natouKa JloRCpISIA) CTHTCH NCAIY SMA VACHHMI —
panyaon JL. Tacrepon n Ganrapuon . [ piropose. Lactobacilus plantarum wiatsse G
nassana Orla-Jennsen (1919) xax Strepiobacterium plantarum, K0 srex. nepeierosas
ederson (1936) B MNHCHIION WHPOK) WEBCCTIYIO PACTITETYIO ASKIOOMMUY HI-51
HekoTopix Gnoxamieckin 1 wopororwseckux  xapukrepucnik (Ksacwmcon E. M.,
Heerepenxo 0. A., 1975).

6. JTaTa, HETOHIK 1 MECTD BhutercuN: ssryeT 2023 1. ueueren 15 piessr (1. Borora),
pwodpercaof » TIL Jluckou, (1. Bopowniosa, 128, ropoickoi okpyr Cepyxon,
Mockapera oGnaers).

7. FA€ MACHIMINPOBANA KYLTYDA: OMOES (U0 AMECKLS MESHOTOA U KOMEAUONILE
xyemyp OEVH THI IME

8. Meroma n pesyaurares wienruucann: wa_ocuosaimm MALDI Biotyper nrmavst
olpesei ¢ mmcoKoft 10neh wepoxTioCTH (score value 2.346) ax Lactobacillus plantarum DSM
1055 DSM.,

9. Jakmouesme o rpywne warorennoer; Gacrepun L plantrin GO HETOTSSYCTER T
HOTYYEHI AN THICR NPOTYKIOR, Kak HOFYPT. D, KNI, KBALICHIS KAIYCT,
MAPUHOBAUIE  OTYPIL, CUPOFONENHE NACHWE KOAGAC Nl TOOTOMY AN IMEOT
crarye GRAS (i esomacinas). BHCoRili YPOBEHi 100, MHKPOOPIAIIIAG B TG TAIKE
GASET €0 ILACATLISIN XAILULATOM U1 PaspaGUREH HpOHOTteciaos oo (Melgar-Lalamme
G, etal. 2012).

10 Moporiorecsane mpiatasi: KIETEIN WITONA TSI TARIST COB0H TPAMIOTOKITEAStLe,
HETOABICIE, HE OGPIYIOUE CIOP, (AKYTSTATIRNO aIIPOGHH MATOKOWHAISE GEETEPIN.
T pasep 0,6-1,253,0-10.0 NI I TP B LIS OUHOSHX KITOK, HIPNIt i 5
B KopOTKIX HeToteK.

11, Kyaurypansumte ocobenmoeru: Kraccuseckoli srekrusmoll murareasnon cpeaofl s
ApaEaTS croGai, REMouaa L plantarum, sansercs epexs MRS (de Man, Rogosa,
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Sharpe, 1960). Takke xopowo pacter u na mwroSaxarspe (IBA) — amutore MRS,
paspaGorauiof » IHI{ TIMB. Ha amix cpeasx ¢ arapow UTavst Criocoben paMHORINLCs 6
nanaone ot 15 °C 10 45 °C, OGpRIYS ANMCTPOM OF | 20 2,5 Mo, BLTYKTISe, TOYIpOSpamie,
[ pasu. QNN 8
poera cocranner 36+ °C.

12, Gusmotoro-GuoxusmIeeice cnofierna mTavwa. DakyiTanisus aiaopod. Karasay i
KGNSy e 0GPy, ONTINATANAA KIEADTHOCTS CPe/IH 18 HMATA POCTA LITAMMA COCTAIACT
6,5 e pH. Tun Gposken — rerepodepyentarinkl ¢ oBpsomIeN DLA©IOWON KCI0TE
He BUIIOT a3 ) CHOKOI, AP N KD He TIIPOMMYET. PACTET Ha P03,
rummitoe, D-rmokose, D-ppysrose, Doaumose, N-acTUIAIOKOSNING,  auriaIC,
apdyTie, CKYTIE, CATIIE, UEWIOGHDSE, WAIKIOS, KOS, GAXApOSC. TPEraiOnc,
Meaeturmose, D-padione, L-apabancse, D-rypanose, Memouose. My campion yewammact

FEXo———————
14, Tipotyeaiun s, depucrron, TokcumoR: GTarompa. THORKIN NOTION,
Jaeycr GO W GOkttt ey o nopananepoct . aures, B subils
Lisria. monocytogenes, E. coll. Sh somel, P veruginosa Kiehsiella preumoniae n
o6 picon C. alcans
A7 TAGOPATOpHALY ABUTIBAX. JAIISE NHKPOOPFISN THHOTH
(GBPEAILAN 1A SETORERD 1 XARGTIIE, TOCKOAARY O O BCCUY AIPY HETOAITCH
GCTIA JAKBSCOK T HORYEII KPR, AOTYPION 1 YTIE MOTOHOKICTID HATITRDD, &
i » cocrase npotinomnkon (Ko . H. Hecrepeiso 0. A. 1975; Mlgar Laanoe G,
et ol 2002), Il e obiaer fewommmmeckof, nporeomcexul, herIION
iy pozssnoi, K o  PHKof iinocri.
16, Y ETofImOCT, (1yBETRNTEHOETS) K AIFTUEAKTEpIATLIN TDETADATaY: YCTONID K
ORI 1 DMLY OBIAACT 5 TIITEAHOCTAO X AT o
PO, T, PRI, MEPOTCHES, T
17, o x rovo- rerepooruwmtn §ara (podari: e e,
[T ——————
19, pomsmoxernermuue noasareaw: e iecieoouaint
20, Yeromn sy yGrymmmposume w MRS wm A 5
saposopofi yeomma pw 3641 °C.
21, Venomim xpaei: T NGReT XpaTTICA 53 oTep choficr npi Teneparype 5-10
“C na MPC-arape w JIBA e e | e, B Sevoposciiow e € o i (-18) °C
e Newe 6 uec. U memsoro Xpaweus mpeowniena mopwnan ¢
CTOTLAORATEN CaXAPOI0-Ke OB S4NTHO CPed B MIGPTION Fc:
prT—————
= Kaemmon E. M., Heorepenso 0, A, Monowioxneasc Gasrepn
wcnomaonsins | Al1 CCCP, Hitt smpoGuosorin . wapycororn
Sutoromoro A YCCP.- Mociaa: Hayia, 1975.- 389
« Melgar-Lalunn G, Rivers-Espinoza . and Hemindez-Sincher Humberto  Lactobacilus
plantarum: An overview ith cmphsis in bioshemica and hethy proprte. In book
Lactobacillus sassifcation, uses and health mplications, Publsher. Nova Pubiishing
Ed Al Pérez Campos and A. Leon Mena. 2012.-33
« deMan . C. Roposa M., Sharpe M. 1960 Medium for the culivasion of acobacll. .
‘Appl. Bacteriol 23, 130-135. ). Appl. Buceriol. 23, 130135

nyme
e LK

23, Opraauus-aenonrops omoes Guosoeuvecrux mexioroeui G5VH [HI TTME.
24. Awtapus: Hoxurenyo Bumop Jawoei, Kazwamaes Tusyp Avvepoeis, i Hpina
Anamorweae e

25, Dopa aenonnposamna: panenic
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