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Реферат: У роботі обґрунтовано температурні режими і терміни зберігання біологічно активних комплексів (структурних 
компонентів і метаболітів) Lactobacillus rhamnosus GG і Saccharomyces boulardii, які проявляють протимікробну активність та 
знижують формування біоплівок у патогенних збудників Corynebacterium spp. Показано збереженість біологічної активності 
комплексів після 6 місяців (термін спостереження) за температури (−23 ± 1)°С та протягом 60 діб (термін спостереження) 
у гіпотермічних умовах при (4 ± 1)°С. Ступінь пригнічення утворення біоплівок патогенних коринебактерій залежав від чутли-
вості штаму тест-культури Corynebacterium spp. до продуктів мікробного походження. Найменше формування біоплівки токсиген-
ними штамами коринебактерій спостерігалося під впливом суміші метаболітів лактобактерій і сахароміцетів (р < 0,05). Отри-
мані результати свідчать про можливість застосування збережених біологічно активних речовин за температур 4 та −23°С 
у конструюванні комплексів L. rhamnosus GG і S. boulardii, а також у технологічних процесах їх виробництва для профілактики 
персистенції збудників дифтерії.

Ключові слова: низькотемпературні режими зберігання, коринебактерії, біоплівки, біологічно активні комплекси, Lactobacillus 
rhamnosus GG, Saccharomyces boulardii, антибіоплівкова активність. 

Abstract: This paper describes the temperature regimens and shelf life of biologically active complexes (structural components 
and metabolites) of Lactobacillus rhamnosus  GG and Saccharomyces boulardii, which have antimicrobial activity and reduce biofi lm 
formation in pathogenic agents of Corynebacterium spp. Preservation of biological activity of complexes after 6-month storage 
(observation period) at (−23 ± 1)°C and for 60 days (observation period) under hypothermia at (4 ± 1)°C has been demonstrated. The 
degree of inhibition of biofi lm formation in pathogenic corynebacteria depended on sensitivity of the Corynebacterium spp. test-culture 
strain to products of microbial origin. A mixture of lactobacillus and saccharomycete metabolites displayed weak biofi lm formation 
by toxicogenic strains of corynebacteria (p < 0.05). Our fi ndings testifi ed to a possible use of biologically active substances, stored 
at 4 and −23°C in designing the L. rhamnosus GG and S. boulardii complexes and in technological processes of their production 
to prevent the persistence of the diphtheria pathogens. 

Key words: low temperature regimens of storage, corynebacteria, biofi lm, biologically active complexes, Lactobacillus rhamnosus 
GG, Saccharomyces boulardii, anti-biofi lm formation activity.

Епідеміологічна ситуація стосовно розповсюд-
ження дифтерійної інфекції характеризується 
спорадичними спалахами та постійною циркуля-
цією збудника у вигляді здорового бактеріоно-
сійства серед різних верст населення [9]. На сьо-
годні розроблено ефективні засоби лікування 
хворих, проте профілактичні препарати проти 
персистенції патогенних коринебактерій від-
сутні. 

Ефективним напрямом профілактики бак-
теріальної персистенції є пригнічення здатності 
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Epidemiological situation in diphtheria spreading 
is characterized by sporadic outbreaks and a constant 
circulation of pathogen via healthy bacteria carrying 
among diff erent population groups [14]. To date, 
the effi  cient treatments have been developed for 
patients with diphtheria, but there are no drugs 
preventing the persistence of pathogenic coryne-
bacteria. 

An effi  cient way to prevent bacterial persistence 
is inhibiting the microorganisms’ ability of biofi lm 
formation [3–6, 15, 16, 18, 20]. The biofi lm for-
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мікроорганізмів до утворення біоплівки [12–18, 
20]. Показано, що формування біоплівки стафі-
лококами гальмують катіонний пептид варнерін 
і диметилсульфоксид [2].

Для пригнічення утворення біоплівок клітин 
Staphylococcus aureus і Staphylococcus epidermidis 
перспективне застосування метаболітів лакто-
бацил (Lactobacillus plantarum L3 і Lactobacillus 
fermentum 97) [10]. Вони призводять до загибелі 
збудників, викликаної ультраструктурними зміна-
ми в клітинах-мішенях і порушенням життєво 
важливих процесів (ділення клітин, синтез ДНК 
і пептидогліканового шару, відторгнення пепти-
догліканових глобул із поверхні клітинної стінки 
у зовнішнє середовище).

Нами розроблено зразки фільтратів, які прояв-
ляють протимікробну активність та знижують біо-
плівкові властивості патогенних коринебактерій 
[3–7]. Це біологічно активні комплекси (БАК) 
мікробних клітин Lactobacillus rhamnosus GG або 
Saccharomyces boulardii: структурні компоненти, 
отримані після обробки клітин пробіотика ульт-
развуковим опроміненням, і метаболіти із сере-
довищ культивування пробіотиків у структурних 
компонентах L. rhamnosus GG або S. boulardii. 
На сьогодні важливі такі питання, як вивчення 
умов і визначення термінів зберігання одержа-
них речовин для збереження біологічної актив-
ності зразків фільтратів [2–8, 10]. 

Для виробництва та застосування БАК про-
біотичного походження в практичній медицині 
більш доцільно використовувати гіпотермію та 
помірно низькі температури, оскільки вони на 
відміну від кріоконсервування мають ряд переваг 
(доступність, простота та економічність). Варто 
зазначити, що раніше дослідження з довгостро-
кового зберігання речовин L. rhamnosus GG і 
S. boulardii, одержаних за авторською методикою, 
не проводили.

Мета роботи – обґрунтування режимів збері-
гання біологічно активних комплексів Lacto-
bacillus rhamnosus GG та Saccharomyces boulardii, 
які проявляють протимікробну активність і зни-
жують формування біоплівок у патогенних збуд-
ників Corynebacterium spp.

Матеріали та методи
У роботі використовували наступні штами-

продуценти:
- пробіотичний штам L. rhamnosus (LGG®) 

ATCC 53103, одержаний із симбіотика «PREEMA®» 
(«Schonen», Швейцарія). Реєстрацію зазначе-
ного препарату в Україні підтверджено висновком 
державної санітарно-епідеміологічної експер-
тизи (№ 05.03.02-03/28238);

mation by staphylococci have been shown to in-
hibit the cationic peptide warnerin and dimethyl 
sulfoxide [7].

To suppress the biofi lm formation in Staphylococ-
cus aureus and Staphylococcus epidermidis cells, 
the use of lactobacillus metabolites (Lactobacillus 
plantarum L3 and Lactobacillus fermentum 97) 
is promising [17]. Their use results in a death of 
pathogens, caused by ultrastructural changes in 
target cells and disruption of vital processes (cell 
division, synthesis of DNA and peptidoglycan 
layer, rejection of peptidoglycan globules from 
cell wall surface to external environment). 

We have designed the samples of fi ltrates, that 
exhibit antimicrobial activity and reduce the bio-
fi lm properties of pathogenic corynebacteria [8–12]. 
These are the biologically active complexes (BACs) 
of microbial cells of Lactobacillus rhamnosus GG 
or Saccharomyces boulardii: structural components 
obtained after treating probiotic cells with ultrasound 
irradiation, and metabolites from probiotic culture 
media in structural components of L. rhamnosus GG 
or S. boulardii. Today, of importance are studying 
the conditions and determining the shelf life for the 
obtained substances in order to preserve biological 
activity of fi ltrate samples [7–13, 17].

To produce and enroll the BACs of probiotic 
origin into practical medicine, it is more appropriate 
to use hypothermia and moderately low tempera-
tures, because they have a number of advantages 
(availability, simplicity and cost-effi  ciency) in cont-
rast to cryopreservation. Notably, that a long-term 
storage of L. rhamnosus GG and S. boulardii, obtained 
by the author’s technique, has not been previously 
investigated. 

The research aim was to substantiate the storage 
regimens of biologically active complexes of Lac-
tobacillus rhamnosus GG and Saccharomyces bou-
lardii, exhibiting antimicrobial activity and redu-
cing the biofi lm formation in Corynebacterium spp 
pathogenic agents. 

Materials and methods
In this study, the following producing strains were 

used:
 - probiotic strain of L. rhamnosus (LGG®) ATCC 

53103, obtained from the symbiotic ‘PREEMA®’ 
(Schonen, Switzerland). This drug registration in 
Ukraine is confi rmed by the hygiene certifi cate from 
the State Sanitary and Epidemiological Service 
(№ 05.03.02-03 / 28238); 

- S. boulardii CNCM I-745 fungi, isolated from 
probiotic preparation ‘BULARDI®’ (Schonen). This 
drug registration in Ukraine is confi rmed by 
the hygiene certifi cate from the State Sanitary 
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- гриби S. boulardii CNCM I-745, виділені з 
пробіотичного препарату «BULARDI®» («Scho-
nen»). Реєстрацію зазначеного препарату в Україні 
підтверджено висновком державної санітарно-
епідеміологічної експертизи (№ 05.03.02-03/
58212). 

Штами L. rhamnosus (LGG®) і S. boulardii виро-
щували на твердих живильних середовищах, які 
відповідали харчовим потребам мікроорганізмів: 
лактобакагар та середовище Сабуро [10]. Інку-
бацію зразків проводили протягом 18–20 годин 
за температури (37 ± 1)ºС, змивали з середови-
ща культивування 0,9%-м розчином хлориду на-
трію та триразово відмивали мікробну масу від 
залишків середовища. Суспензії мікроорганізмів 
L. rhamnosus і S. boulardii готували в 0,9%-му 
розчині хлориду натрію з застосуванням приладу 
«Densi-La-Meter» («PLIVA-Lachema Diagnostika», 
Чехія) і доводили до оптичної щільності 10,0 оди-
ниць за шкалою McFarland згідно з інструкцією 
до приладу. Мікробні клітини лактобактерій 
і сахароміцетів обробляли ультразвуком із вико-
ристанням генератора «Г3–109» (Великолукський 
радіозавод, Росія). Оброблені зразки L. rhamnosus 
GG (L) і S. boulardii (S), які містять структурні 
компоненти, застосовували для вирощування 
культур лактобактерій і грибів, а також для про-
ведення експериментів [6, 7].

Метаболіти L. rhamnosus (МL) та S. boulardii 
(МS) одержували з середовищ культивування 
продуцента в структурних компонентах пробіо-
тиків. Мікробні суспензії лактобактерій або са-
хароміцетів із оптичною густиною 10,0 одиниць 
за шкалою McFarland вносили у власні струк-
турні компоненти, культивували за температури 
(37 ± 1)ºС упродовж 72 годин, центрифугували 
та фільтрували [7]. Для отримання оригінальних 
метаболітів мікробну суспензію сахароміцетів 
додавали до структурних компонентів лактобак-
терій (LS) або вносили суміші мікробних клітин 
лактобактерій і сахароміцетів до структурних 
компонентів L. rhamnosus GG (МLS) [6].

Оброблені ультразвуковим опроміненням зраз-
ки L. rhamnosus GG (L) і S. boulardii (S), які 
містять структурні компоненти, продукти мета-
болізму лактобактерій (МL), сахароміцетів (МS, 
LS) і суміш (МLS), центрифугували при 1000g 
упродовж 30 хв, а супернатант пропускали 
через мембранний фільтр «Владіпор» МФАС-Б 
№ 4 (діаметр пор 0,2 мкм). Подальші дослід-
ження проводили на двох групах об’єктів: струк-
турних компонентах (L, S) та метаболітах (МL, 
МLS, МS, LS) L. rhamnosus GG і S. boulardii, 
які є БАК пробіотичних мікроорганізмів [6, 
7].

and Epidemiological Service (№ 05.03.02-03/ 
58212). 

The L. rhamnosus (LGG®) and S. boulardii 
strains were cultured on solid nutrient media 
that met the nutritional needs of microorga-
nisms: Lactobacagar and Sabouraud medium [17]. 
Samples were incubated for 18–20 hrs at (37 ± 1)°С, 
rinsed out of culture medium with 0.9% sodium 
chloride solution. Then the microbial mass was 
three-fold washed out of medium residues. Sus-
pensions of L. rhamnosus and S. boulardii micro-
organisms were prepared with 0.9% sodium chlo-
ride using Densi-La-Meter device (PLIVA-Lachema 
Diagnostika, Czech Republic) and brought to an 
optical density of 10.0 units by McFarland stan-
dards according to the manufacturer’s instructions. 
Microbial cells of lactobacilli and saccharomycetes 
underwent ultrasonic treatment using G3–109 ge-
nerator (Velikoluksky Radio Plant, Russia). The 
treated samples of L. rhamnosus GG (L) and S. bou-
lardii (S), containing structural components, were 
used to culture lactobacilli and fungi, as well as 
for experiments [11, 12].

Metabolites of L. rhamnosus (ML) and S. bou-
lardii (MS) were procured from the producer 
culture media in structural components of probio-
tics. Microbial suspensions of lactobacilli or saccha-
romycetes with an optical density of 10.0 units by 
McFarland standards were introduced into the own 
structural components, cultured at (37 ± 1)ºC for 
72 hrs, then centrifuged and fi ltered [12]. To obtain 
the original metabolites, a microbial suspension of 
saccharomycetes was supplemented to structural 
components of lactobacilli (LS) or the mixtures of 
lactobacilli and saccharomycetes microbial cells 
were added to structural components of L. rhamnosus 
GG (MLS) [11]. 

Samples of L. rhamnosus GG (L) and S. boulardii 
(S), treated with ultrasonic irradiation, containing 
structural components, metabolic products of lac-
tobacilli (ML), saccharomycetes (MS, LS) and 
mixture (MLS), were centrifuged at 1,000g for 
30 min, and the supernatant was fi ltered through 
membrane fi lter ‘Vladipor’ MFAS-B № 4 (0.2 μm 
pore diameter). Further studies were performed in 
two groups of objects: structural components (L, S) 
and metabolites (ML, MLS, MS, LS) of L. rhamnosus 
GG and S. boulardii, being the BACs of probiotic 
microorganisms [11, 12].

Biologically active complexes of structural com-
ponents and metabolites (metabolic compounds) 
of L. rhamnosus GG and S. boulardii were stored 
under diff erent conditions: 

- for 6 months in a frozen state at (–23 ± 1)ºС. 
The BACs samples were frozen by passive cooling 
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Біологічно активні комплекси структурних 
компонентів і метаболітів (метаболітних сполук) 
L. rhamnosus GG та S. boulardii зберігали за різ-
них умов:

- 6 місяців у замороженому стані за темпе-
ратури (–23 ± 1)ºС. Зразки БАК заморожували 
пасивним охолодженням у морозильній камері 
холодильника «Samsung RB29FSRNDSA» («Sam-
sung», Корея). Після цього зразки розморожу-
вали на водяній бані за температури (37 ± 1)ºС;

- 6 місяців у гіпотермічних умовах при (4 ± 1)ºС;
- 60 діб у гіпотермічних умовах при (4 ± 1)ºС.
Утворення біоплівок представниками Coryne-

bacterium вивчали на токсигенних тест-штамах 
коринебактерій, які зберігаються в колекції мік-
роорганізмів лабораторії профілактики крап-
линних інфекцій (ДУ «ІМІ НАМН», Україна): 
Corynebacterium ulcerans tox+ 112; Corynebacte-
rium diphtheriae gravis tox+ 108; Corynebacterium 
diphtheriae gravis tox+ 149 та Corynebacterium 
diphtheriae belfanti tox+ 147. Мікроорганізми ви-
рощували на сприятливих для зазначених пато-
генних бактерій поживних середовищах (кров’я-
но-телуритовий агар) [11]. Культури синхро-
нізували в гіпотермічних умовах за температури 
(4 ± 1)°С протягом 30 хв [1]. Завись мікроор-
ганізмів готували з добових культур токсиген-
них штамів коринебактерій. Оптичну густину 
суспензій бактерій за шкалою McFarland («Densi-
La-Meter», «PLIVA-Lachema Diagnostika», Чехія). 
Концентрація мікробних клітин Corynebacterium 
у кінцевому розведенні складала 1,5 × 107 КУО / мл. 

Мікробні біоплівки патогенних збудників 
отримували в стерильних полістиролових плос-
кодонних 96-лункових планшетах («Ексімкар-
готрейд», Україна) за методом S. Stepanovic´ та 
співавт. [19]. В усі дослідні та контрольні лунки 
вносили по 110 мкл тріптіказо-соєвого бульйону 
та 1% глюкози. Поступово дослідні лунки до-
повнювали БАК, а контрольні – фізіологічним 
розчином натрію хлориду по 30 мкл. До дослід-
них та позитивних контрольних лунок (контроль 
культури) додавали по 10 мкл суспензії клітин 
Corynebacterium, у негативні контрольні лунки 
(контроль середовища) замість зависі тест-куль-
тур коринебактерій – фізіологічний розчин натрію 
хлориду. Герметично упаковані планшети інкубу-
вали в термостаті протягом 24 годин за темпера-
тури (37 ± 1)°С. На наступному етапі видаляли 
вміст лунок, тричі м’яко відмивали 0,1 М фос-
фатно-сольовим буфером (рН 7,2) із наступним 
висушуванням планшетів упродовж 60 хв при 
(60 ± 1)°С. Зафіксовані біоплівки забарвлювали 
1 %-м розчином кристалвіолету (150 мкл на лун-
ку). Після ретельного промивання дистильованою 

in a freezer of ‘Samsung RB29FSRNDSA’ refrige-
rator (Samsung, South Korea), followed by samples’ 
thawing in a water bath at (37 ± 1)ºС;

- for 6 months under hypothermia at (4 ± 1)ºС; 
- for 60 days under hypothermia at (4 ± 1)ºС. 
The biofi lm formation by Corynebacterium 

representatives was studied in toxigenic cory-
nebacteria test strains, stored in the collection of 
microorganisms  of the Laboratory of the Airborne 
Infections Prevention (SI ‘Mechnikov Institute for 
Microbiology and Immunology of the National 
Academy of Medical Sciences of Ukraine’, Uk-
raine): Corynebacterium ulcerans tox+ 112; Cory-
nebacterium diphtheriae gravis tox+ 108; Coryne-
bacterium diphtheriae gravis tox+ 149 and 
Corynebacterium diphtheriae belfanti tox+ 147. Mic-
roorganisms were cultured with nutrient media 
favorable for these pathogenic bacteria (blood-
tellurite agar) [1]. Cultures were synchronized 
under hypothermia at (4 ± 1)°C for 30 min [2]. 
The microorganism suspension was prepared from 
daily cultures of toxigenic strains of corynebacteria. 
Optical density of bacterial suspensions was de-
termined by the McFarland standards (Densi-La-
Meter, PLIVA-Lachema Diagnostika, Czech Repub-
lic). The concentration of Corynebacterium mic-
robial cells in the fi nal dilution was 1.5 × 107 CFU / ml. 

Microbial biofi lms of pathogens were obtai-
ned in sterile polystyrene fl at bottom 96-well 
plates (EximCargoTrade, Ukraine) by the method 
described by S. Stepanovic et al. [19]. All the 
experimental and control wells were fi lled with 
110 μl of trypticase-soy broth and 1% glucose. 
Experimental wells were gradually fi lled with 
BACs, and by 30 μl of saline were introduced into 
the control ones. The experimental and positive 
control wells (culture control) were supplemented 
with 10 μl of Corynebacterium cell suspension, 
and the saline was introduced into the negative cont-
rol wells (medium control) instead of the suspen-
sion of corynebacterial test cultures. Hermetically 
sealed plates were incubated in a thermostat for 
24 hrs at (37 ± 1)°C. The next step included 
the removal of well content, three-fold washing-
out with 0.1 M phosphate-buff ered saline (pH 7.2), 
followed by plate drying for 60 min at (60 ± 1)°C. 
The fi xed biofi lms were stained with 1% crystal 
violet solution (150 μl per well). After thorough 
washing with distilled water, the wells were fi l-
led with 150 μl of 96° ethanol and kept at room 
temperature for 30 min. The optical density (OD) 
of the experimental and control samples was mea-
sured using the ‘Lisa ScanTM EM’ 8-channel 
microplate analyzer (Erba Mannheim, Czech Re-
public) at 630 nm wavelength. The presence or 
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водою у лунки вносили по 150 мкл 96° етанолу 
та витримували 30 хв за кімнатної температу-
ри. Оптичну густину дослідних і контрольних 
зразків вимірювали за допомогою 8-канального 
мікропланшетного аналізатора «Lisa Scanтм EM» 
(«Erba Mannheim», Чехія) при довжині хвилі 
630 нм. За зміною оптичної щільності тест-куль-
тури в дослідній пробі порівняно з контрольним 
зразком визначали наявність або відсутність 
впливу досліджуваних БАК на утворення біоплівки 
патогеном. Розрахунок здатності досліджуваних
речовин впливати на біоплівкоутворення збуд-
ників проводили за формулою [19]:

 
  ODБАК = ODс – ODв, 

де ODс – середнє дослідного штаму, ODв – значення 
відсічки (відривне значення), яке розраховува-
ли наступним чином: ODв = ODнк + (3 × SDнк), 
де ODнк – середнє негативного контролю, SDнк – 
стандартне відхилення негативного контролю.

Суть розрахунку полягає в усередненні отри-
маних результатів (середні значення OD визначе-
но для всіх дослідних тест-штамів і негативних 
контролів), а також у встановленні гранично-
го значення OD за допомогою трьох стандарт-
них відхилень SD. Під час оцінки та порівняння 
результатів формування біоплівок тест-культур, 
розрахованих за вищенаведеною формулою, нега-
тивний контроль є вихідним для всіх розрахунків 
[19]. Усі випробування виконували тричі в трьох 
повторах.

Обробку одержаних результатів досліджень 
здійснювали на персональному комп’ютері за 
допомогою програми «Excel 2010» («Microsoft», 
США). Розбіжності між показниками вважали 
статистично значущими при р < 0,05. 

Результати та обговорення 
Після 6-місячного зберігання у замороженому 

стані при (–23 ± 1)°С всі БАК L. rhamnosus GG 
і S. boulardii показали високу здатність приг-
нічувати утворення біоплівки тест-культурами 
токсигенних коринебактерій (рис. 1). Статистич-
но значуще зниження формування біоплівки 
С. ulcerans tox+ 112 спостерігали під впли-
вом зразків S в 5,8 та 18,7 разів після витримки 
з МS порівняно з контролем (р < 0,05). Внаслі-
док впливу інших БАК (L, МL, МSL, LS) на 
С. ulcerans tox+ 112 повністю пригнічувалося 
утворення біоплівки зазначеним патогеном. Усі 
експериментальні зразки після 6-місячного збе-
рігання активно впливали і на тест-культуру 
слаботоксигенного представника C.d. gravis tox+ 
108. Відсутність формування біоплівок даним 

absence of the impact of the studied BACs on 
biofi lm formation by pathogen was evaluated by 
the change in OD of the test culture in the studied 
sample as compared with the control. The ability 
of the studied substances to aff ect the biofi lm 
formation of pathogens was calculated by the for-
mula [19]:

  ODBACs = ODm – ODc, 

where ODm is the mean of experimental strain, ODc 
is the cut-off  value, calculated as follows: ODc = 
ODnc + (3 × SDnc), where ODnc is the mean of 
negative control, SDnc is the standard deviation 
of negative control. 

This calculation consisted in averaging the re-
sults obtained (the mean values of OD were 
determined for all the studied test strains and ne-
gative controls), as well as in establishing the 
limit value of OD using three standard devia-
tions. When evaluating and comparing the results 
of biofi lm formation in test cultures, calculated by 
the above formula, the negative control is initial 
for the whole calculations [19]. All the tests 
were performed three times in 3 replicates.

The data obtained were processed with ‘Excel 2010’ 
software (Microsoft, USA). Diff erences between 
indices were considered signifi cant at р < 0.05. 

Results and discussion 
After 6-month storage in a frozen state at 

(–23 ± 1)°C, all the BACs of L. rhamnosus GG 
and S. boulardii showed a high ability to inhibit 
the biofi lm formation by test cultures of toxigenic 
corynebacteria (Fig. 1). Under the samples S 
impact, a biofi lm formation in C. ulcerans tox+ 
112 was signifi cantly decreased by 5.8 times, and 
after exposure to MS it reduced by 18.7 times vs. 
the control (р < 0.05). Due to the impact of other 
BACs (L, ML, MSL, LS) on C. ulcerans tox+ 112, 
the biofi lm formation by the mentioned pathogen 
was completely inhibited. All the experimental 
samples after 6-month storage actively aff ected 
the test culture of a weakly toxigenic species of 
C.d. gravis tox+ 108 as well. Absence of biofi lm 
formation by this strain after exposure to the 
substances of probiotic origin testifi ed to a higher 
sensitivity of the specifi ed pathogen to experimen-
tal BACs.

The results of studying the eff ect of L. rham-
nosus GG and S. boulardii BACs, stored for 6 months 
under hypothermic conditions (4 ± 1)°C, on the 
formation of biofi lms by the above toxigenic 
Corynebacterium species are presented in Fig. 2. 
No signifi cant diff erence in the reduction of bio-
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штамом після впливу речовин пробіотичного 
походження свідчить про більшу чутливість заз-
наченого патогену до дослідних БАК.

Результати вивчення впливу БАК L. rhamnosus 
GG і S. boulardii, які зберігалися протягом 6 мі-
сяців у гіпотермічних умовах ((4 ± 1)°С), на 
формування біоплівок зазначеними вище токси-
генними представниками Corynebacterium пред-
ставлено на рис. 2. Статистично значущої різ-
ниці зниження утворення біоплівок патогенами 
порівняно з контролем не встановлено (р > 0,05). 
Після впливу зразків L, МL, МSL формування 
біоплівок токсигенними представниками Cory-
nebacterium було на рівні контролю або незначу-
ще зменшувалося. Застосування БАК (S, МS, LS) 
значуще збільшувало формування біоплівок до-
слідними тест-культурами порівняно з контролем 
(р < 0,05). Відмінностей впливу дослідних проб 
залежно від штаму токсигенного представника 
Corynebacterium не відмічено. 

Після скорочення терміну зберігання при 
(4 ± 1)°С до 60 діб дані щодо здатності БАК 

fi lm formation by pathogens compared with the 
control was found (р > 0.05). After exposure to 
L, ML, MSL samples, the formation of biofi lms 
by toxigenic Corynebacterium species was at the 
control level or slightly decreased. The use of BACs 
(S, MS, LS) signifi cantly increased the formation 
of biofi lms by experimental test cultures compared 
with the control (р < 0,05). No diff erences in 
the eff ects of experimental samples depending 
on the strain of the toxigenic Corynebacterium  
species were observed.

After reducing the shelf life at (4 ± 1)°C to 
60 days, the data on the ability of L. rhamnosus 
and S. boulardii BACs to inhibit the formation of 
biofi lms by corynebacteria diff ered from the pre-
vious ones (Fig. 3). A signifi cant decrease in the 
formation of biofi lms by both test cultures compa-
red to the control (р < 0.05) was observed after 
exposure to S in 1.6 and 7.8 times depending on 
the sensitivity of the experimental strain.

Metabolic compounds of saccharomycetes sig-
nifi cantly reduced the biofi lm formation in one 

Рис. 1. Вплив біологічно активних комплексів L. rhamnosus GG і S. boulardii, які зберігалися у замороженому стані 
протягом 6 місяців, на формування біоплівки токсигенними представниками Corynebacterium: А – C. ulcerans tox+ 
112; B – C.d. gravis tox+ 108; C – позитивний контроль (утворення біоплівок токсигенними збудниками Corynebacterium 
в присутності фізіологічного розчину натрію хлориду); L – структурні компоненти L. rhamnosus GG, отримані після 
обробки мікробних клітин лактобактерій ультразвуковим опроміненням; ML – метаболіти (метаболітні сполуки) лак-
тобактерій; MLS – комбінація метаболітів сахароміцетів і лактобактерій; S – структурні компоненти S. boulardii, от-
римані після обробки мікробних клітин сахароміцетів ультразвуковим опроміненням; MS – метаболіти (метаболітні 
сполуки) сахароміцетів із середовищ культивування S. boulardii у структурних компонентах S; LS – метаболіти (ме-
таболітні сполуки) сахароміцетів із середовищ культивування S. boulardii в структурних компонентах L; * – відмін-
ності значущі відносно контролю, p < 0,05.
Fig. 1. Eff ect of biologically active complexes of L. rhamnosus GG and S. boulardii, stored in a frozen state for 6 months, 
on the formation of biofi lms by toxigenic Corynebacterium species: А – C. ulcerans tox+ 112; B – C.d. gravis tox+ 108; 
C – positive control (formation of biofi lms by toxigenic Corynebacterium pathogens in presence of physiological sodium 
chloride solution); L – structural components of L. rhamnosus  GG, obtained after treatment of lactobacilli microbial cells with 
ultrasonic irradiation; ML – metabolites (metabolic compounds) of lactobacilli; MLS – a combination of saccharomycetes 
and lactobacilli metabolites; S – structural components of S. boulardii, obtained after treatment of microbial cells of 
saccharomycetes with ultrasonic irradiation; MS – metabolites (metabolic compounds) of saccharomycetes from 
S. boulardii culture media in structural components of S; LS – metabolites (metabolic compounds) of saccharomycetes 
from S. boulardii culture media in structural components of L; * – signifi cant diff erences relative to control, p < 0.05.
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L. rhamnosus і S. boulardii пригнічувати утворення 
біоплівки коринебактеріями відрізнялися від по-
передніх (рис. 3). Статистично значуще знижен-
ня утворення біоплівок обома тест-культурами 
порівняно з контролем (р < 0,05) спостерігалося 
після впливу S у 1,6 та 7,8 разів залежно від чут-
ливості дослідного штаму.

Метаболітні сполуки сахароміцетів значуще 
зменшували формування біоплівки у одного із 
патогенів Corynebacterium (р < 0,05) в 18,5 раз 
відносно контролю, а у другого (більш чутливого 
до БАК представника коринебактерій) відмічене 
повне пригнічення утворення біоплівки. За умов 
застосування зразків L, МL, МSL та LS в обох 
токсигенних штамах спостерігалося повне (100 %) 
пригнічення утворення біоплівки. Дослідні ре-
човини, які знаходяться у гіпотермічних умо-
вах протягом меншого часу (60 діб), зберігають 
антибіоплівкову активність БАК L. rhamnosus 
і S. boulardii по відношенню до токсигенних 
тест-культур Corynebacterium. Отримані резуль-

of the pathogens of Corynebacterium (р < 0.05) 
in 18.5 times relative to the control, and in other 
(more sensitive to BACs corynebacteria species) 
the biofi lm formation was completely inhibited. 
Under the conditions of application of L, ML, 
MSL and LS samples in both toxigenic strains, 
a complete (100%) inhibition of biofi lm forma-
tion was observed. The test substances being 
under hypothermic conditions for a shorter time 
(60 days), retained the antibiotic fi lm activity 
of L. rhamnosus and S. boulardii BACs against 
toxigenic Corynebacterium test cultures. The obtai-
ned results coincide with the data presented in Fig. 1 
regarding the retention of test substances for a 
long time (6 months) in a frozen state.

Thus we confi rmed the effi  ciency of storage 
of the objects under study in a frozen state at (–23 ±
± 1)ºC for 6 months. All experimental samples 
of L. rhamnosus and S. boulardii BACs retain 
the ability to reduce the formation of biofi lms 
by toxigenic Corynebacterium species.

Рис. 2. Вплив біологічно активних комплексів L. rhamnosus GG і S. boulardii, які зберігалися у гіпотермічних умо-
вах протягом 6 місяців, на формування біоплівки токсигенними представниками Corynebacterium: A – C. ulcerans 
tox+ 112; B – C.d. gravis tox+ 108; К – позитивний контроль (утворення біоплівок токсигенними збудниками Co-
rynebacterium у присутності фізіологічного розчину натрію хлориду); L – структурні компоненти L. rhamnosus GG, 
отримані після обробки мікробних клітин лактобактерій ультразвуковим опроміненням; ML – метаболіти (метаболіт-
ні сполуки) лактобактерій; MLS – комбінація метаболітів сахароміцетів та лактобактерій; S – структурні компонен-
ти S. boulardii, отримані після обробки мікробних клітин сахароміцетів ультразвуковим опроміненням; MS – мета-
боліти (метаболітні сполуки) сахароміцетів із середовищ культивування S. boulardii в структурних компонентах S; 
LS – метаболіти (метаболітні сполуки) сахароміцетів із середовищ культивування S. boulardii в структурних 
компонентах L;  p < 0,05.
Fig. 2. Eff ect of biologically active complexes of L. rhamnosus GG and S. boulardii, stored under hypothermic conditions 
for 6 months, on the formation of biofi lms by toxigenic Corynebacterium species:  A – C. ulcerans tox+ 112; B – C.d. 
gravis tox+ 108; C – positive control (formation of biofi lms by toxigenic Corynebacterium pathogens in the presence of 
saline sodium chloride); L – structural components of L. rhamnosus GG, obtained after treatment of lactobacilli 
microbial cells with ultrasonic irradiation; ML – metabolites (metabolic compounds) of lactobacilli; MLS – a combination 
of saccharomycetes and lactobacilli metabolites; S – structural components of S. boulardii, obtained after treatment of 
microbial cells of saccharomycetes with ultrasonic irradiation; MS – metabolites (metabolic compounds) of saccharo-
mycetes from S. boulardii culture media in the structural components of S; LS – metabolites (metabolic com-
pounds) of saccharomycetes from S. boulardii culture media in the structural components of L; p < 0.05. 
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тати співпадають з даними рис. 1 відносно утри-
мання дослідних речовин тривалий час (6 місяців) 
у замороженому стані.

Отже, нами підтверджено ефективність збері-
гання об’єктів дослідження в замороженому стані 
при (–23 ± 1)ºС впродовж 6 місяців. Усі дослідні 
зразки БАК L. rhamnosus і S. boulardii зберігають 
здатність до зниження утворення біоплівок ток-
сигенними представниками Corynebacterium.

Після витримки зразків відповідний час у гіпо-
термічних умовах при (4 ± 1)ºС на відміну від 
зберігання при (–23 ± 1)ºС показник антибіоплів-
кової активності у пробах L, S, МL МSL знижу-
вався, що проявлялося в зменшенні формування 
біоплівок патогенними коринебактеріями. При 
цьому зразки МS і LS за таких умов не вплива-
ли на скорочення терміну утворення біоплівки 
зазначеними патогенами й натомість статистич-
но значуще стимулювали формування біоплівок 
тест-культурами.

На рис. 4 представлено ступінь утворення біо-
плівок патогенними представниками, які відріз-
няються від досліджених раніше коринебактерій. 

After keeping the samples for a certain time 
under hypothermic conditions at (4 ± 1)ºC in contrast 
to storage at (–23 ± 1)ºC, the index of antibiofi lm 
activity in L, S, ML MSL samples was decreased, that 
was manifested in a reduced biofi lm formation by 
pathogenic corynebacteria. In this case, the MS and 
LS samples under such conditions did not aff ect the 
reduction of the time of biofi lm formation by these 
pathogens and instead signifi cantly stimulated the 
formation of biofi lms by test cultures.

Fig. 4 shows the degree of formation of biofi lms 
by pathogens that diff er from the previously studied 
corynebacteria. Toxigenic strain of C. d. gravis tox+ 
149 from the previous toxigenic test culture has a 
lower level of biofi lm formation. The formation 
of this pathogen biofi lm was completely inhibited 
after exposure to all experimental L. rhamnosus and 
S. boulardii BACs, stored under hypothermic con-
ditions for 60 days, except S, which did not 
signifi cantly reduce the time of biofi lm formation by 
pathogenic bacteria.

Test culture C. d. belfanti tox+ 147 was 
less sensitive to experimental samples of L. rham-

Рис. 3. Вплив біологічно активних комплексів L. rhamnosus GG і S. boulardii, які зберігалися у гіпотермічних умовах 
протягом 60 діб, на формування біоплівки токсигенними представниками Corynebacterium: A – C. ulcerans tox+ 112; 
B – C. d. gravis tox+ 108; К – позитивний контроль (утворення біоплівок токсигенними збудниками Corynebacterium 
у присутності фізіологічного розчину натрію хлориду); L – структурні компоненти L. rhamnosus GG, отримані після 
обробки мікробних клітин лактобактерій ультразвуковим опроміненням; ML – метаболіти (метаболітні сполуки) лак-
тобактерій; MLS – комбінація метаболітів сахароміцетів та лактобактерій; S – структурні компоненти S. boulardii, 
отримані після обробки мікробних клітин сахароміцетів ультразвуковим опроміненням; MS – метаболіти (метаболіт-
ні сполуки) сахароміцетів із середовищ культивування S. boulardii в структурних компонентах S; LS – метаболіти 
(метаболітні сполуки) сахароміцетів із середовищ культивування S. boulardii в структурних компонентах L; * – від-
мінності значущі відносно контролю, p < 0,05.
Fig. 3. Eff ect of biologically active complexes of L. rhamnosus GG and S. boulardii, stored under hypothermic conditions 
for 60 days, on the formation of biofi lms by toxigenic Corynebacterium species: A – C. ulcerans  tox+ 112; B – C. d. gravis 
tox+ 108; C – positive control (formation of biofi lms by toxigenic Corynebacterium pathogens in the presence of saline 
sodium chloride); L – structural components of L. rhamnosus GG, obtained after treatment of lactobacilli microbial cells with 
ultrasonic irradiation; ML – metabolites (metabolic compounds) of lactobacilli; MLS – a combination of saccharomycetes 
and lactobacilli metabolites; S – structural components of S. boulardii, obtained after treatment of microbial cells of 
saccharomycetes with ultrasonic irradiation; MS – metabolites (metabolic compounds) of saccharomycetes from S. 
boulardii culture media in the structural components of S; LS – metabolites (metabolic compounds) of saccharomycetes 
from S. boulardii culture media in the structural components of L; * – signifi cant diff erences relative to control, p < 0.05.
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Токсигенний штам C. d. gravis tox+ 149 порів-
няно з попередньою токсигенною тест-культурою 
має більш низький рівень утворення біоплівки. 
Повне пригнічення формування вказаним па-
тогеном біоплівки спостерігалося після впливу 
всіх дослідних БАК L. rhamnosus і S. boulardii, 
що зберігалися в гіпотермічних умовах протягом 
60 діб, окрім S, який статистично значуще не ско-
рочував термін утворення біоплівки патогенними 
бактеріями.

Тест-культура C. d. belfanti tox+ 147 виявила-
ся менш чутливою по відношенню до експери-
ментальних зразків L. rhamnosus і S. boulardii. 
Статистично значуще пригнічення (у 1,3 разів) 
утворення біоплівки токсигенним штамом C. d. 
belfanti tox+ 147 порівняно з контролем (р < 0,05) 
спостерігалося після застосування МSL. Вплив 
інших дослідних речовин (L, МL, S, МS, LS) на 
формування біоплівки зазначеною тест-культу-
рою супроводжувався незначущим пригніченням 
утворення біоплівки мікроорганізмом відносно 
контролю (р > 0,05). 

Рис. 4. Вплив біологічно активних комплексів L. rhamnosus GG і S. boulardii, які зберігалися у гіпотермічних умовах 
протягом 60 діб, на формування біоплівки токсигенними представниками Corynebacterium: A – C. d. gravis tox+ 149; 
B – C. d. belfanti tox+ 147; К – позитивний контроль (утворення біоплівок токсигенними збудниками Corynebacterium 
в присутності фізіологічного розчину натрію хлориду); L – структурні компоненти L. rhamnosus GG, отримані після 
обробки мікробних клітин лактобактерій ультразвуковим опроміненням; ML – метаболіти (метаболітні сполуки) лак-
тобактерій; MLS – комбінація метаболітів сахароміцетів та лактобактерій; S – структурні компоненти S. boulardii, 
отримані після обробки мікробних клітин сахароміцетів ультразвуковим опроміненням; MS – метаболіти (метаболіт-
ні сполуки) сахароміцетів із середовищ культивування S. boulardii в структурних компонентах S; LS – метаболіти 
(метаболітні сполуки) сахароміцетів із середовищ культивування S. boulardii в структурних компонентах L; * – від-
мінності значущі відносно контролю, p < 0,05.
Fig. 4. Eff ect of biologically active complexes of L. rhamnosus GG and S. boulardii, stored under hypothermic conditions 
for 60 days, on the biofi lm formation by toxigenic Corynebacterium species: A – C. d. gravis tox+ 149; B – C. d. 
belfanti tox+ 147; C – positive control (formation of biofi lms by toxigenic Corynebacterium pathogens in the presence 
of physiological sodium chloride solution); L – structural components of L. rhamnosus GG, obtained after treatment of 
lactobacilli microbial cells with ultrasonic irradiation; ML – metabolites (metabolic compounds) of lactobacilli; MLS – 
a combination of saccharomycetes and lactobacilli metabolites; S – structural components of S. boulardii, obtained after 
treatment of microbial cells of saccharomycetes with ultrasonic irradiation; MS – metabolites (metabolic compounds) of 
saccharomycetes from S. boulardii culture media in structural components of S; LS – metabolites (metabolic compounds) 
of saccharomycetes from S. boulardii culture media in structural components of L; * – signifi cant diff erences relative 
to control, p < 0.05.
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nosus and S. boulardii. The biofi lm formation by 
toxigenic strain C. d. belfanti tox+ 147 compared 
with control (р < 0.05) was signifi cantly inhi-
bited (1.3 times) after MSL application. The 
eff ect of other test substances (L, ML, S, MS, LS) 
on the biofi lm formation by this test culture was 
accompanied with a slight inhibition of the bio-
fi lm formation by the microorganism relative to 
the control (р > 0.05).

The degree of antibiotic eff ect of L. rham-
nosus GG and S. boulardii BACs in relation to 
pathogenic corynebacteria was found to be stipulated 
by the sensitivity of bacteria to the experimental 
samples. 

Previously obtained qualitative data on the 
preservation of antimicrobial properties of derivate-
containing fi ltrates of bifi dobacteria after storage 
in a frozen state was not inferior to that in the 
newly obtained samples, while the results of the 
quantitative method showed a more pronoun-
ced decrease [13]. The data presented in this paper 
confi rm that the described conditions of keeping 

A B
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L. rhamnosus GG and S. boulardii BACs in a 
frozen state at a temperature of (–23 ± 1)ºC allow 
to preserve the biological activity of samples and 
are promising for the preservation of metabo-
lites. It should be noted that long-term exposure 
of the test material of probiotic origin under 
hypothermic conditions (4 ± 1)ºC does not ensure 
the preservation of antibiofi lm activity in the samples 
of lactobacilli and saccharomycetes.

Fig. 2 shows the formation of a biofi lm by 
a toxigenic strain of C. d. gravis tox+ 108 when 
using L. rhamnosus and S. boulardii BACs, after 
long-term storage in a frozen state demonstrate 
the highest inhibition of biofi lm formation after 
the interaction of the culture with a mixture of 
lactobacilli and saccharomycetes metabolites (MSL). 
Similar results of the maximum reduction in the 
formation of biofi lm by C.d. belfanti tox+ 147 com-
pared with the control (р < 0.05) was obtained 
after exposure to alike samples (MSL) (Fig. 4). 
The analysis of the presented results confi rms 
the previous fi ndings on studying an antimicro-
bial activity of L. rhamnosus and S. boulardii BACs, 
which showed high antidiphtheria properties against 
Corynebacterium spp. tox+ strains, herewith a mix-
ture of metabolites of lactobacilli and saccharomy-
cetes (MSL) revealed the most pronounced anti-
microbial action against pathogenic corynebac-
teria.

The ability of L. rhamnosus GG and S. boular-
dii to inhibit plankton and biofi lm forms of toxigenic 
Corynebacterium is of a therapeutic importance. 
For the control of pathogens of bacterial infections 
of diff erent genesis on the basis of ultrasonic 
disintegrates of probiotics, the obtaining of Lac-
tobacillus rhamnosus GG and Saccharomyces bou-
lardii highly active substances against plankton 
and biofi lm forms of microorganisms is promising. 
In future we are planning the experiments to 
investigate the eff ects of test substances of both 
forms of antibiotic-resistant opportunistic bacteria 
to create on the basis of lactobacilli and sac-
charomycetes BACs the means of overcoming severe 
infl ammations.

Conclusions
1. The ability of biologically active complexes 

of L. rhamnosus and S. boulardii to reduce the 
formation of pathogenic corynebacteria biofi lms, 
that can be used to design the drugs, preventing 
the spread of toxigenic strains of Corynebacterium 
spp. in the focus of a diphtheria infection, has been 
established.

2. Experimental samples of L. rhamnosus and 
S. boulardii retain the initial inhibitory activity of 

Встановлено, що ступінь антибіоплівкового 
впливу БАК L. rhamnosus GG і S. boulardii по 
відношенню до патогенних коринебактерій обу-
мовлений чутливістю бактерій до дослідних зраз-
ків.

Одержані раніше за якісним методом дані 
щодо збереження протимікробних властивостей 
дериват-вмісних фільтратів біфідобактерій після 
зберігання в замороженому стані не поступали-
ся такому у щойно отриманих зразках, при цьому 
результати кількісного методу показали більш ви-
ражене його зниження [8]. Представлені в роботі 
дані підтверджують, що описані умови утриман-
ня БАК L. rhamnosus GG і S. boulardii у заморо-
женому стані за температури (–23 ± 1)ºС дозво-
ляють зберігати біологічну активність зразків та 
є перспективними для збереження метабіотиків. 
Слід зазначити, що тривала витримка дослідного 
матеріалу пробіотичного походження у гіпотер-
мічних умовах ((4 ± 1)ºС) не забезпечує зберіган-
ня антибіоплівкової активності зразків лактобак-
терій і сахароміцетів. 

Представлені на рис. 2 дані утворення біо-
плівки токсигенним штамом C. d. gravis tox+ 108 
при застосуванні БАК L. rhamnosus і S. boulardii, 
після тривалого зберігання в замороженому стані 
показують найбільше пригнічення формування 
біоплівки після взаємодії культури з сумішшю 
метаболітів лактобактерій і сахароміцетів (МSL). 
Подібні результати максимального зменшення ут-
ворення біоплівки C.d. belfanti tox+ 147 порівняно 
з контролем (р < 0,05) отримано після впливу ана-
логічних проб (МSL) (рис. 4). Аналіз представ-
лених результатів підтверджує одержані раніше 
дані з вивчення протимікробної активності БАК 
L. rhamnosus і S. boulardii, які показали високі 
протидифтерійні властивості відносно штамів 
Corynebacterium spp. tox+, при цьому найбільш 
вираженою протимікробною дією до патогенних 
коринебактерій володіла суміш метаболітів лакто-
бактерій і сахароміцетів (МSL). 

Можливість речовин L. rhamnosus GG і S. 
boulardii пригнічувати планктонні та біоплівкові 
форми токсигенних Corynebacterium має тера-
певтичне значення. Для боротьби зі збудниками 
бактерійних інфекцій різного ґенезу на основі 
ультразвукових дезінтегратів пробіотиків пер-
спективним є отримання високоактивних речо-
вин Lactobacillus rhamnosus GG та Saccharomyces 
boulardii проти планктонних і біоплівкових форм 
мікроорганізмів. У подальшому планується про-
вести експериментальні дослідження відносно 
впливу досліджуваних речовин обох форм ан-
тибіотикорезистентних умовно-патогенних бак-
терій з метою створення на основі БАК лакто-
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biofi lm formation by toxigenic Corynebacterium 
species at a temperature of (–23 ± 1)ºC for 6 months, 
and in hypothermic conditions (4 ± 1)ºC for at 
least 60 days.

3. The decrease in the formation of biofi lms
by pathogenic corynebacteria to their complete 
suppression was observed under the infl uence of 
diff erent samples and depended on the sensitivity of 
the Corynebacterium test culture strain to the studied 
biologically active complexes.

4. The most pronounced inhibition of the for-
mation of biofi lms by C.d. gravis tox+ 108 and 
C. d. belfanti tox+ 147 toxigenic strains compared 
with the positive control (formation of biofi lms 
by Corynebacterium pathogens in the presence 
of sodium chloride solution (р < 0.05)) was obser-
ved under the infl uence of a mixture of biologi-
cally active complexes of L. rhamnosus and S. bou-
lardii (MSL).

бактерий і сахароміцетів засобів подолання важ-
ких запальних процесів.

Висновки
1. Встановлено здатність біологічно активних

комплексів L. rhamnosus і S. boulardii знижувати 
утворення патогенними коринебактеріями біо-
плівок, що може бути використано у конструю-
ванні препаратів, призначених для попередження 
розповсюдження токсигенних штамів Corynebac-
terium spp. в осередку дифтерійної інфекції.

2. Дослідні зразки речовин L. rhamnosus і S. bou-
lardii зберігають вихідну пригнічуючу активність 
утворення біоплівок токсигенними представни-
ками Corynebacterium за температури (–23 ± 1)ºС 
упродовж 6 місяців, а в гіпотермічних умовах (4 ± 
± 1)ºС щонайменше 60 діб. 

3. Зниження формування біоплівок патоген-
ними коринебактеріями до повного їх пригні-
чення спостерігалося під впливом різних зразків 
й залежало від чутливості штаму тест-культури 
Corynebacterium до досліджених біологічно ак-
тивних комплексів.

4. Найбільш виражене пригнічення форму-
вання біоплівок токсигенними штамами C. d. 
gravis tox+ 108 та C. d. belfanti tox+ 147 порівня-
но з позитивним контролем (утворення біоплівок 
збудниками Corynebacterium у присутності роз-
чину натрію хлориду (р < 0,05)) відмічено під 
впливом суміші біологічно активних комплексів 
L. rhamnosus і S. boulardii (МSL).
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