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Досліджено вплив структурно-метаболітних комплексів Lactobacillus rhamnosus та Saccharomyces 
boulardii на життєздатність тест-клітин – фібробластів ембріонів миші і спленоцитів миші – за 
їхньою метаболічною активністю. Дезінтеграти, що являють собою структурні компоненти, одер-
жано завдяки низькочастотній ультразвуковій обробці пробіотичних клітин Lactobacillus rhamnosus 
GG або Saccharomyces boulardii. Метаболіти отримано за авторською методикою культивуванням 
лактобактерій та сахароміцетів у власних дезінтегратах, а їхня комбінація – в дезінтегратах 
лактобактерій. Цитотоксичність дезінтегратів та метаболітів вивчали за допомогою тестів 
in vitro. Вміст фільтратів у середовищі інкубації у концентрації 5 % не змінював метаболічну ак-
тивність обох досліджених видів тест-клітин при використанні різних редокс-індикаторів (МТТ 
і Alamar Blue®). Підвищення вмісту фільтратів у середовищі інкубації до 20 % супроводжувалося 
статистично достовірним пригніченням метаболічної активності ембріональних фібробластів 
(від 56,19 ± 1,4 до 88,73 ± 8,6%) та спленоцитів миші (від 52,63 ± 0,7 до 80,5 ± 6,8%) залежно 
від активноcті безклітинного продукту. Отримані результати дослідження цитотоксичності й 
визначення концентраційнозалежного характеру впливу дезінтегратів та метаболітів Lactobacil-
lus rhamnosus та Saccharomyces boulardii, одержаних без використання традиційних живильних 
середовищ, можуть бути застосовані для створення протимікробних засобів нового покоління.
Ключові слова: ембріональні фібробласти; спленоцити миші; MTT; Alamar Blue®; метаболічна активність.

ВСТУП

У зв’язку з катастрофічним поширенням ан-
тибіотикорезистентності серед потенційних 
та облігатних патогенних збудників людини 
впродовж останніх років виникла гостра 
необхідність пошуку терапевтичних засобів, 
альтернативних антибіотикам. Одним з пер-
спективних напрямків вважають застосуван-
ня природних ворогів патогенних бактерій 
– пробіотиків. Вони здатні діяти проти збуд-
ників захворювань, підвищувати загальну 
резистентність макроорганізму, впливати на 
функції імунокомпетентних клітин, стимулю-
вати та відновлювати корисну мікрофлору 
тощо [1]. Ще одна серйозна проблема – недо-

статня ефективність традиційних клітинних 
пробіотиків, теж потребує якнайшвидшого 
вирішення. Оскільки їх ефекти переважно 
досягаються завдяки метаболітам, доцільною 
є розробка препаратів на їхній основі. Згідно 
з сучасними вимогами кожна хімічна сполука 
або біологічно активна речовина, що засто-
совується при створенні нового лікарського 
препарату, повинна отримати токсико-гігіє-
нічну оцінку. Впровадження методів дослі-
дження цитотоксичності хімічних сполук та 
препаратів in vitro, альтернативних класич-
ним дослідженням in vivo, окрім вирішення 
етичних проблем, дає змогу значно знизити 
вартість та скоротити тривалість досліджень 
[2]. Найбільш популярною стала група з ви-
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користанням клітинних культур. В їх основі 
– визначення метаболічної активності клітин  
за допомогою МТТ (безбарвної солі тетразо-
лію 3-(4,5-диметилтіазол-2-іл)-2,5-дифеніл-
тетразолію броміду) та резазурину (натрієвої 
солі 7-гідрокси-3Н-феноксазин-3-OH-10-о-
ксиду) [3, 4]. 

МТТ- та резазурин-тести передбачають 
використання клітинних суспензій або ад-
гезованих до стінок планшетів клітин. Живі 
клітини з активним метаболізмом перетворю-
ють розчинний безбарвний МТТ у забарвлений 
фіолетовий нерозчинний продукт – формазан. 
Мертві клітини не здатні до такого перетворен-
ня. Таким чином, утворення забарвленого про-
дукту у вигляді преципітатів слугує корисним 
і зручним маркером життєздатності клітин. 

Alamar Blue – один з найбільш вживаних 
реагентів, що використовуються для аналізу 
цитотоксичності речовин за рівнем жит-
тєздатності різних клітин – бактерій, грибів, 
фібробластів, лімфоцитів, нейроцитів та рако-
вих клітин різного походження. Alamar Blue® 
містить резазурин та додаткові компоненти 
для запобігання його відновлення у нефлю-
оресцентний продукт. Він відновлюється як 
мітохондріальними, так і цитоплазматични-
ми дегідрогеназами та цитохромами живих 
клітин у рожевий флюоресцентний продукт – 
резоруфін. Кількість виробленого резоруфіну 
пропорційна кількості життєздатних клітин 
і може бути визначена за допомогою мікро-
планшетного флюориметра [3]. 

Метою нашої роботи було вивчення 
впливу структурно-метаболітних комплексів 
Lactobacillus rhamnosus та Saccharomyces 
boulardii на життєздатність тест-клітин – 
фібробластів ембріонів миші і спленоцитів 
миші – за їхньою метаболічною активністю 
для можливості створення протимікробних 
засобів нового покоління.

МЕТОДИКА 

Матеріалом для досліджень були: фільтрати 
ультразвукових дезінтегратів лак то бактерій 

(L) і сахароміцетів (S), (містять структурні 
компоненти бактеріальних клітин);

фільтрати культур лактобактерій (ML), 
сахароміцетів (MS), вирощених у власних 
ультразвукових дезінтегратах (містять струк-
турно-метаболітні комплекси бактеріальних 
клітин або грибів);

фільтрати спільних культур лактобакте-
рій із сахароміцетами (MLS), вирощених в 
ультразвукових дезінтегратах лактобактерій 
(містять структурно-метаболітні комплекси 
бактеріальних клітин і грибів); 

фільтрати культур сахароміцетів (LS), ви-
рощених в ультразвукових дезінтегратах лак-
тобактерій (містять структурно-метаболітні 
комплекси бактеріальних клітин і грибів).

Біологічно активні структурні компонен-
ти лактобактерій і сахароміцетів отри-
мували опроміненням низькочастотними 
ульт развуковими хвилями суспензій грибів 
Saccharomyces boulardii з пробіотичного пре-
парату BULARDI® («Schonen», Швейцарія) та 
бактерій пробіотичного штаму Lactobacillus 
rhamnosus GG  із симбіотика PREEMA® 

(«Schonen», Швейцарія). Перед опромінен-
ням ліофілізати мікроорганізмів суспен-
дували в 0,9%-му розчині хлориду натрію, 
субкультивували протягом 20–24 год при 37 ± 
1°С у рідкому живильному середовищі [5]. 
Отримані мікробні маси піддавали трикрат-
ному відмиванню від середовища та готували 
суспензії клітин з оптичною густиною 10,0 
од. за шкалою МакФарланда за допомогою 
приладу Densi-La-Meter («La chema», Чехія). 
Для опромінення застосовували генератор  
Г3-109, навантажений на кільцеві п’єзоке-
рамічні перетворювачі типу ЦТС: (Øзовніш-
ній×Øвнутрішній×h) мм. Обробку здійснюва-
ли в діапазонах частот Δf1 = 10–20 кГц (fmax = 
12,2 кГц) і Δf2 = 35– 50 кГц (fmax = 40,0 кГц) при 
амплітуді збуд ження U = 15 В на навантаженні 
R = 50 Ω (P = 5 Вт). Коефіцієнт перетворення 
електричної в акустичну потужність становив  
ŋ ≈ 5%, тобто середня потужність акустичних 
коливань у місці розташування біологічних 
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об’єктів сягала (0,25–0,5) Вт. Пробірки з 
бактеріальною суспензією мікроорганізмів 
перебували в ближній зоні перетворюва-
ча, розташованого у водному середовищі. 
Отримані дезінтеграти надалі застосовували 
для вирощування культур лактобактерій і 
грибів та вивчення цитотоксичності. Перед 
дослідженням дезінтеграти центрифугували 
при 1000 g упродовж 30 хв та фільтрували 
супернатант з використанням мембранних 
фільтрів «Владіпор» МФАС-Б № 4 (діаметр 
пор 0,2 мкм).

Для отримання метаболітів Lactobacillus 
rhamnosus та Saccharomyces boulardii в уль-
тразвуковий дезінтеграт, що містить клітин-
ні структури Lactobacillus rhamnosus або 
Saccharomyces boulardii, вносили суспензії 
грибів, лактобактерій або суміші суспензій 
грибів і лактобактерій (1:1) з оптичною 
щільністю 10,0 од. за шкалою МакФарланда 
у співвідношенні 9:1. Культивування здійс-
нювали при 37 ± 1°С протягом 3 діб. Потім 
центрифугували при 1000 g упродовж 30 хв 
та фільтрували супернатант з використанням 
мембранних фільтрів «Владіпор» МФАС-Б № 
4 (діаметр пор 0,2 мкм) [6, 7].

Експерименти на лабораторних тваринах 
проводили з дотриманням Закону України 
«Про захист тварин від жорстокого повод-
ження» (№ 3447–IV від 21.02.2006 р.) та 
відповідно до вимог Комітету з біоетики 
Інституту, узгоджених із положенням «Євро-
пейської конвенції захисту хребетних тварин, 
яких використовують в експериментальних 
та інших наукових цілях» (Страсбург, 1986).

Культуру ембріональних фібробластів 
миші отримували за стандартною методикою 
з їх ембріонів [8]. 

Визначення цитотоксичності фільтратів, 
що містять структурно-метаболітні ком-
плекси лактобактерій та сахароміцетів 
за МТТ-тестом. Суспензію фібробластів з 
густиною 100 000 клітин/мл вносили у лун-
ки 96-лункового планшета («Tecan Genios», 

Австралія) по 100 мкл, культивували до 
отримання конфлюентного шару, додавали 
досліджувані фільтрати – 5 та 20 мкл на 100 
мкл середовища DMEM/F12, у контрольні – 
середовище без досліджуваного фільтрату 
(негативний контроль – К), інкубували про-
тягом 24 год. МТТ-реагент («Sigma Chemi-
cal Co», США) додавали в лунки по 15 мкл, 
інкубували з ним клітини впродовж 4 год 
та вносили 100 мкл диметилсульфоксиду 
(ДМСО) для солюбілізації формазану. 

За допомогою планшетного рідера визна-
чали оптичну густину кожної лунки при 530 
нм, віднімали виміряне фонове поглинання 
при 620 нм. Результати розраховували за 
формулою (RАU = оптична густина зразка 
з клітинами – оптична густина зразка без 
клітин) і представляли у відсотках від зна-
чень, отриманих для контрольного зразка.

Спленоцити миші отримували з їх селезінки 
(3 самця віком 6–8 тиж, масою 18–20 г) за 
стандартною методикою [2–4]. Концентрацію 
клітин визначали за допомогою гемоцитоме-
тра Marienfeld.

Вивчення цитотоксичності фільтратів, 
що містять структурно-метаболітні ком-
плекси лактобактерій та сахароміцетів за 
резазурин-тестом. Суспензію спленоцитів з 
концентрацією 70 000 клітин/лунку вносили у 
пластиковий планшет по 200 мкл. У дослід-
ні лунки додавали досліджувані фільтрати, 
кінцева концентрація яких становила 5 та 
20%. Контрольні лунки містили спленоцити 
у середовищі культивування. Клітинні су-
спензії культивували впродовж 24 год. Alamar 
Blue («Serotec Ltd», США) вводили у лунки в 
концентрації 0,15 мг/мл. Визначали кількість 
відновленого флюоресцентного барвника у 
зразках за інтенсивністю флюоресценції при 
довжині хвилі збудження 550 нм і емісії 590 
нм. Результати вимірювань, були розраховані 
за формулою (RFU = інтенсивність флюо-
ресценції зразка з клітинами – інтенсивність 
флюоресценції зразка без клітин) і представ-
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лені у відсотках стосовно контролю.
Статистичну обробку результатів прово-

дили за допомогою програми Statistica 6.0. 
Для кожної концентрації тестових речовин 
експерименти були виконані в дев’яти по-
вторах. Перевірку розподілу на нормальність 
здійснювали за допомогою критерію Пірсона. 
При відповідності нормальному розподілу 
порівняння проводили з використанням кри-
терію t Стьюдента. Значення визнані стати-
стично значущими при P < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Результати дослідження впливу фільтратів, 
що містять структурні компоненти та продук-
ти метаболізму лактобактерій і сахароміцетів, 
на метаболічну активність ембріональних 
фібробластів миші, визначену за МТТ-тестом 
показали, що інтенсивність змін залежить від 
концентрації дослідних речовин (рис. 1, а; 2, а). 
Введення до середовища інкубації фільтратів, 
що містять структурні компоненти (L) та 
метаболіти лактобактерій (ML), у концент-
рації 5% не викликає достовірного зниження 
метаболічної активності фібробластів (див. 
рис. 1, а). Спостерігається тенденція до 
підвищення відновлювальної здатності фі-
бробластів за умов введення до середовища 
інкубації у концентрації 5% фільтратів, що 
містять метаболіти, отримані при спільному 
культивуванні лактобактерій із сахароміце-
тами у дезінтеграті лактобактерій (MLS). 
Додавання до середовища культивування всіх 
вищезазначених фільтратів у концентрації 
20% супроводжується вірогідним зниженням 
метаболічної активності тест-клітин (див. 
рис. 1, а). 

Слід зазначити, що вміст у середовищі 
інкубації фільтратів ML у концентрації 20% 
викликає найбільші зміни метаболічної ак-
тивності ембріональних фібробластів миші 
за результатами МТТ-тесту (56,19 ± 1,37%). 
Отримані результати добре узгоджуються 
з даними попередніх власних досліджень 
[9–11]. Наявність в інкубаційному середо-

вищі метаболітів лактобактерій спричиняє 
найбільшу статистично достовірну про-
тимікробну, протибіоплівкову дію відносно 
грампозитивних та грамнегативних мікро-
організмів порівняно з контролем та з усіма 

Рис. 1. Вплив фільтратів, що містять структурні компонен-
ти та продукти метаболізму лактобактерій, на метаболічну 
активність ембріональних фібробластів і спленоцитів 
миші, визначену за МТТ- (а) та резазурин-тестами (б): 1 
– контроль, 2, 3 – фільтрати дезінтегратів лактобактерій, 
5 і 20% відповідно, 4, 5 – фільтрати метаболітів лакто-
бактерій, отриманих при культивуванні продуцентів у 
власних дезінтегратах, 5 і 20% відповідно, 6, 7 – фільтрати 
метаболітів лактобактерій і сахароміцетів, отриманих при 
культивуванні мікроорганізмів у дезінтегратах лактобак-
терій, 5 і 20% відповідно 

1 2 3 4 5 6 7

*

а

%

*
*

40

20

60

80

100

120

140

0

1 2 3 4 5 6 7

*

б

%

*

*

40

20

60

80

100

120

0

О.Ю. Ісаєнко, О.В. Книш, О.В. Фалько, В.Ю. Прокопюк, О.С. Прокопюк



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2019, Т. 65, № 544

дослідними фільтратами. 
Наші результати підтверджують дані 

Maghsood із співавт. [12], які досліджували 
вплив супернатанта культуральної рідини 
Lactobacillus rhamnosus GG (1, 2, 5, 10, 15, 
20 та 50%) на проліферацію макрофагів 
моноцитарного походження (THP-1) за допо-
могою МТТ-тесту. Інгібування метаболічної 
активності тест-клітин (50%) спричиняла 
наявність у середовищі культивування супер-
натанту зазначених лактобактерій у кон цент-
рації 14% та лактату у відповідній концентра-
ції. Тому автори пов’язали це з кислотністю, 
зумовленою дією лактату [12].

В інших дослідженнях на клітинних 
лініях раку товстої кишки (Caco-2 та HT-
29) і нормальних клітин (L-929) вивчали 
антипроліферативну активність термічно 
інактивованих клітин (оптична густина при 
λ = 620 нм: 0,025; 0,05; 0,1) та безклітинного 
супернатанту (2,5; 5 і 10 мг/мл) комерційного 
штаму Lactobacillus rhamnosus GG, викори-
стовуючи MTT-тест. Результати показали: як 
«убиті» клітини, так і безклітинний суперна-
тант пригнічують ріст ракових та нормальних 
клітин [13]. 

Одержані результати щодо концентрацій-
нозалежного впливу фільтратів дезінтегратів 
та метаболітів лактобактерій на метаболічну 
активність тест-клітин подібні до даних 
інших авторів. Так, Orlando з співавт. [14] 
дослідили вплив екстрактів клітинних стінок 
та цитоплазми Lactobacillus rhamnosus GG на 
ріст і проліферацію клітин раку шлунка HGC-
27 та аденокарциноми товстої кишки людини 
DLD-1 за МТТ-тестом. Незважаючи на сут-
тєві відмінності між цими клітинами, вони 
виявили однакову чутливість до досліджу-
ваних структур лактобактерій. Обидва види 
тест-клітин були стійкими до фракцій стінки 
бактеріальної клітини, тоді як збільшення 
концентрації фракцій цитоплазми викликало 
очевидний антипроліферативний ефект щодо 
них. Також було показано, що лізат Lactoba-
cillus rhamnosus GG (отриманий з 108 КУО/
мл бактерій) не впливає на життєздатність 

нормальних епідермальних кератиноцитів 
людини, визначену за допомогою МТТ-тесту 
[15]. Концентрація клітин пробіотичних шта-
мів, від яких отримані метаболіти, відповіда-
ла обраній в нашому експерименті.

Фільтрати дезінтегратів сахароміцетів 
та метаболітів сахароміцетів, при додаванні 
до середовища інкубації у концентрації 5% 
не змінюють метаболічну активністть тест-
клітин, що збігається з впливом дослідних 
фільтратів лактобактерій, які представлені на 
рис. 2, а. У разі підвищення вмісту фільтратів 
сахароміцетів у середовищі інкубації до 20% 
показано відмінні результати, які залежали 
від досліджуваної біологічно активної речо-
вини. За однакового вмісту в інкубаційному 
середовищі (20%) фільтрати дезінтегратів 
сахароміцетів не спричиняли достовірного 
пригнічення метаболічної активності фі-
бробластів, а їхні метаболіти призводили до 
статистично значущого пригнічення тест-
клітин. Так, фільтрати МS знижували рівень 
метаболічної активності ембріональних фіб-
робластів миші до 80,67 ± 6,8%, а метаболіти 
LS – до 75,94 ± 5,7%. 

Відсутність пригнічення активності 
тест-клітин за концентрації в середовищі 
культивування фільтратів сахароміцетів 5% 
узгоджуються з даними аналогічних дослід-
жень. При застосуванні МТТ-тесту фраг-
менти клітинних стінок та цитоплазматичні 
компоненти Saccharomyces boulardii з препа-
рату Bioflor® не впливали на життєздатність 
і проліферативну активність ракових клітин 
кишкового епітелію (HT-29) [16].

Протилежні дані отримано іншими ав-
торами: дослідження цілих клітин Saccha-
romyces boulardii в МТТ-тесті виявили, що 
концентрація пробіотика близько 8 мкг/мл 
викликає 50%-ве пригнічення метаболізму 
«безсмертних» клітин раку шийки матки 
HeLa [17]. Також інгібуючий вплив різних 
концентрацій фрагментів клітинних стінок 
та компонентів цитоплазми Saccharomyces 
boulardii, отриманих за допомогою ультраз-
вукової дезінтеграції, на клітини хронічного 
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мієлолейкозу (K562) з використанням МТТ-
тесту було виявлено Boniadi із співавт. [18].

Таким чином, значення активності мета-
болітів збігаються з літературними даними: 
інтенсивність впливу речовин Lactobacillus 
rhamnosus та Saccharomyces boulardii на тест-

клітини залежить від концентрації досліджу-
ваних продуктів пробіотичного походження. 

Вміст у середовищі інкубації фільтрату 
дезінтеграту лактобактерій (5%) не змінює 
метаболічної активності спленоцитів, визна-
ченої у резазурин-тесті (див. рис. 1, б). До-
давання до середовища інкубації фільтратів, 
що містять метаболіти лактобактерій та саха-
роміцетів супроводжується появою тенденції 
до пригнічення цього показника. Збільшення 
вмісту всіх видів фільтратів у середовищі ін-
кубації до 20% викликає вірогідне зниження 
життєздатності спленоцитів: L до 79 ± 6,4%, 
ML до 58,8 ± 1,9%, MLS до 52,6 ± 0,6%.  

Метаболічна активність спленоцитів 
миші, визначена за резазурин-тестом, збі-
гається з результатами МТТ-тесту, й дово-
дить, що вираженість пригнічуючого ефекту 
має концентраційнозалежний характер. Від-
мінні дані одержано Bauer із співавт. [19], які 
проводили дослідження іn vitro для визначен-
ня активації спленоцитів під дією бактеріаль-
них екстрактів, що містять компоненти клітин 
Lactobacillus rhamnosus 71.38. Збільшення 
метаболічної активності клітин селезінки ми-
шей після обробки екстрактом спостерігали 
за допомогою Alamar Blue-аналізу. Отримані 
різними способами екстракти ефективно сти-
мулювали метаболізм клітин при розведенні 
1:300 [19]. Такий протилежний ефект пояс-
нюється застосуванням авторами дослідних 
речовин у низьких концентраціях. Згідно з 
літературними даними малі дози біологічно 
активних речовин стимулюють біологічні 
показники, а великі – інгібують [20].

Фільтрати ультразвукового дезінтеграту 
сахароміцетів та культур сахароміцетів і 
лактобактерій, вирощених у дезінтегратах, у 
концентрації 5% не викликали достовірного 
зниження метаболічної активності сплено-
цитів (див. рис. 2, б). Підвищення їх вмісту до 
20% призводило до вірогідного пригнічення 
метаболізму спленоцитів. МS спричиняли 
зниження тест-клітин до 68,5 ± 4,1% та LS – 
до 64,7 ± 3,3%, що підтверджує дані впливу 
досліджуваних речовин на метаболічну ак-

Рис. 2. Вплив фільтратів, що містять структурні компонен-
ти та продукти метаболізму сахароміцетів, на метаболічну 
активність ембріональних фібробластів і спленоцитів 
миші, визначену за МТТ- (а) та резазурин-тестами (б): 1 
– контроль, 2, 3 – фільтрати дезінтегратів сахароміцетів, 5 
і 20% відповідно, 4, 5 – фільтрати метаболітів сахароміцетів, 
отриманих при культивуванні продуцентів у власних дезін-
тегратах, 5 і 20% відповідно, 6, 7 – фільтрати метаболітів 
сахароміцетів, отриманих при культивуванні продуцентів 
у дезінтегратах лактобактерій, 5 і 20% відповідно 
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тивність ембріональних фібробластів миші 
із застосуванням МТТ-тесту.

Незважаючи на однаковий вміст філь-
тратів дезінтегратів сахароміцетів в інку-
баційному середовищі (20%), достовірного 
пригнічення метаболічної активності ембріо-
нальних фібробластів миші за МТТ-тестом не 
спостерігалося, а за резазурин-тестом вона 
значно пригнічувалася до 80,5 ± 6,8% (див. 
рис. 2). Такі відмінності можна пояснити 
більшою чутливістю резазурин-тесту порів-
няно з МТТ-тестом. Відсутність пригнічення 
проліферації спленоцитів встановлено Fak-
ruddin із співавт. [21] при введенні пробіотич-
ного штаму сахароміцетів – Saccharomyces 
cerevisiae IFST062013 мишам. 

МТТ- та резазурин-тести передбачають 
застосування клітин різного походження. 
Вони можуть бути як прикріплені до під-
кладки, так і знаходитися в суспензії [2–4]. 
Єдиним загальним недоліком визначення 
метаболічної активності із застосуванням 
тетразолію та резазурину є необхідність 
інкубації субстрату з життєздатними кліти-
нами при 37°С протягом певного часу, що 
підвищує ймовірність виникнення артефактів 
внаслідок хімічних взаємодій реагентів, до-
сліджуваних сполук та біохімічно активних 
компонентів клітин [3, 4]. 

Відновлення МТТ відображає метаболізм 
живих клітин, а не специфічну проліферацію. 
Беручи до уваги його цитотоксичність, такий 
тест розглядають як кінцевий. Основні пере-
ваги тесту відновлення резазурину полягають 
у тому, що він відносно недорогий, більш 
чутливий, ніж МТТ-тест і дає змогу викори-
стовувати клітини у наступних дослідженнях. 
Крім того, його можна поєднувати у мульти-
плексному дослідженні з іншими методами, 
як, наприклад, вимірювання активності кас-
пази для отримання додаткової інформації 
щодо механізмів цитотоксичності [3, 4].

Таким чином, ефективність похідних 
пробіотичних мікроорганізмів залежить від 
штаму продуцента та способу отримання 
біологічно активного продукту, а вираженість 

пригнічуючого ефекту має концентраційно-
залежний характер. У результаті проведених 
досліджень встановлено, що ембріональні 
фібробласти і спленоцити миші виявили 
майже однакову чутливість до фільтратів лак-
тобактерій та сахароміцетів, а інтенсивність 
впливу досліджуваних біологічно активних 
речовин залежить від їхньої концентрації. 
Вміст фільтратів у середовищі інкубації 
у концентрації 5% не змінює метаболічну 
активність обох видів тест-клітин при вико-
ристанні різних редокс-індикаторів (МТТ- та 
резазурин-тести). Підвищення вмісту дослід-
жуваних фільтратів у середовищі інкубації до 
20% супроводжується вірогідним пригнічен-
ням метаболічної активності ембріональних 
фібробластів та спленоцитів миші. Отримані 
результати дослідження цитотоксичності де-
зінтегратів та метаболітів Lactobacillus rham-
nosus та Saccharomyces boulardii, одержаних 
за авторською методикою без використання 
традиційних поживних середовищ, можуть 
бути використані для створення протимі-
кробних засобів нового покоління. Такий 
напрямок є актуальним та перспективним і 
потребує додаткових досліджень.
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ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ СТРУКТУР-
НО-МЕТАБОЛИТНЫХ КОМПЛЕКСОВ 
LACTOBACILLUS RHAMNOSUS GG И 
SACCHAROMYCES BOULARDII

Исследовано влияние структурно-метаболитных комплек-
сов Lactobacillus rhamnosus и Saccharomyces boulardii на 
жизнеспособность тест-клеток – фибробластов эмбрионов 
мыши и спленоцитов мыши – по их метаболической актив-
ности. Дезинтеграты, представляющие собой структурные 
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компоненты, получены благодаря низкочастотной ультраз-
вуковой обработки пробиотических клеток Lactobacillus 
rhamnosus GG или Saccharomyces boulardii. Метаболиты 
получены по авторской методике путем культивирования 
лактобактерий и сахаромицетов в собственных дезинтег-
ратах, а их комбинация – в дезинтегратах лактобактерий. 
Цитотоксичность дезинтегратов и метаболитов изучали с 
помощью тестов in vitro. Содержание фильтратов в среде 
инкубации в концентрации 5% не меняет метаболической 
активности исследованных видов тест-клеток при исполь-
зовании различных редокс-индикаторов (МТТ и Alamar 
Blue®). Повышение содержания фильтратов в среде инку-
бации до 20% сопровождается достоверным угнетением 
метаболической активности эмбриональных фибробластов 
(от 56,19 ± 1,4 до 88,73 ± 8,6%) и спленоцитов мыши 
(от 52,63 ± 0,7 до 80,5 ± 6,8%) в зависимости от актив-
ноcти бесклеточного продукта. Полученные результаты 
исследования цитотоксичности и определения концент-
рационнозависимого характера влияния дезинтегратов 
и метаболитов Lactobacillus rhamnosus и Saccharomyces 
boulardii, полученных по авторской методике без исполь-
зования традиционных питательных сред, могут быть 
использованы для создания противомикробных средств 
нового поколения.
Ключевые слова: эмбриональные фибробласты; спле-
ноциты мыши; MTT; Alamar Blue®; метаболическая 
активность.

O. Y. Isayenko1, O. V. Knysh1, O. V. Falko2, V. Y. 
Prokopyuk2, O. S. Prokopyuk2

CYTOTOXICITY STRUCTURAL-
METABOLITIC COMPLEXES OF 
LACTOBACILLUS RHAMNOSUS GG AND 
SACCHAROMYCES BOULARDII

The effect of the structural-metabolic complexes of 
Lactobacillus rhamnosus and Saccharomyces boulardii on the 
viability of test cells – mouse embryo fibroblasts and mouse 
splenocytes – was investigated by their metabolic activity. 
Disintegrates, which are structural components, obtained 
through the low-frequency ultrasonic treatment of the probiotic 
cells of Lactobacillus rhamnosus GG or Saccharomyces 
boulardii. Metabolites obtained by the author’s method by 
cultivating lactobacilli and saccharomycetes in their own 
disintegrate, and their combination - in the disintegrate of 
lactobacilli. The cytotoxicity of disintegrate and metabolites 
was studied using tests in vitro characterizing the metabolic 
activity of cells. The content of the filtrate in the incubation 
medium at a concentration of 5% does not alter the metabolic 
activity of both studied types of test cells using different 
oxidative indicators (MTT and Alamar Blue®). The increase 
in the content of the studied filtrate in the incubation medium 
to 20% is accompanied by statistically significant inhibition 
of the metabolic activity of embryonic fibroblasts (from 56.19 
± 1.4 to 88.73 ± 8.6%) and mouse splenocytes (from 52.63 ± 

0.7  to 80.5 ± 6.8%) depending on active cell-free product. The 
obtained results of the study of cytotoxicity and determination 
of the concentrationdependent nature of the influence of 
disintegrates and the metabolites of Lactobacillus rhamnosus 
and Saccharomyces boulardii, obtained by the author’s method 
without using traditional nutrient media, can be used to create 
antimicrobial agents of the new generation.
Key words: embryonic fibroblasts; mouse splenocytes; MTT; 
Alamar Blue®; metabolic activity.
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