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РЕФЕРАТ 
Известно, что микробиота кишечника играет центральную роль в здоровье и 
потологии животного, и соответственно имеет значения для научных иссле-
дований. Микроорганизмы рода Lactobacllus имеют широкое распростране-
ние в природе и считаются представителями микрофлоры макроорганизма 
животного. Lactobacllus acidophilus широко применяется как пробиотик, и 
известна своим имуностимулирующим действием, она заселяет кишечник 

новорожденного и сопровождает животного на протяжении всей его жизни.   Enterococ-
cus faecium, так же используется как пробиотик, за счет своей высокой антагонистиче-
ской активности в отношении патогенной микробиоты, а также учувствует в формирова-
нии и поддержании иммунитета. Целью данного исследования явилось оценка пробио-
тической составляющей L. acidophilus 13, E. faecium к-50 в условиях, имитирующих же-
лудочно-кишечный тракт, изучение бактериоциногенного потенциала и антагонистиче-
ских свойств лактобактерий и энетерококков и их композиции.  В исследовании были 
использованы пробиотические культуры микроорганизмов, полученные из ВКПМ НИЦ 
«Курчатовский институт» – ГосНИИгенетика. Было показано, что используемые нами 
штаммы в композиции способствовали положительной динамике их развития, и в то же 
время понижали содержание патогенных бактерий, таких как Escherichia coli K-12 J53, 
Staphylococcus aureus ATTCC 6538P(тест-штаммы). Нами были рассмотрены последние 
достижения в понимании бактериальных механизмов, участвующих в толерантности к 
желчи. Исследование показало существенное влияние пробиотических бактерий и их 
композиции на кислоты солей желчи и их выживание в условия повышенной кислотно-
сти. В связи с вышеизложенным определяется целесообразность комплексных исследо-
ваний пробиотических микроорганизмов, для разработки средств на их основе. 
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ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION  
Желудочно-кишечный тракт организ-

ма животного представляет собой обшир-
ный ареал обитания микрофлоры в орга-
низме. Было изучено и установлено, что 
микробиота кишечника животного имеет 
эволюционно сложившуюся совокуп-
ность микроорганизмов, в которой сим-
бионтая микрофлора находится в равно-
весии, образует микробные ассоциации, 
которые относятся к важнейшим факто-
рам, влияющим на здоровье и продуктив-
ность [13,15,18,19].  

Лактобациллы являются на сегодняш-
ний день наиболее важными пробиотиче-
скими бактериями микробиоты кишечни-
ка. Их положительные функции отмеча-
ются в участии созревания иммунной 
системы организма, а также включают в 
себя конкуренцию и антагонизм по отно-
шению к условно-патогенным микроорга-
низмам [2,17].  

Активность энетеробактерий отмеча-
ется в отношении патогенной микробио-
ты, противовоспалительных свойствах, 
витаминообразовании, иммуномодулиру-
ющих свойствах. Желудочно-кишечные 
болезни молодняка крупного рогатого 
скота, особенно в период новорожденно-
сти играют значимую роль для животно-
водства, так как от этого зависит иммуно-
логический и физиологический статус. 
Вследствие несбалансированного кормле-
ния и нарушения обменных процессов в 
организме матери, зачастую рождается 
ослабленный нежизнеспособный приплод 
с несформировавшейся системой защиты. 
На фоне этого к такому организму в даль-
нейшем прикрепляется инфекционный 
агент, который в большинстве случаев 
носит инфекционный характер. Для этого 
требуется активация иммунных процес-
сов посредством пробиотиков которая в 
свою очередь осуществляется увеличени-
ем уровня активности комплемента и сти-
муляции лимфоидного комплекса 
[6,1,7,10, 5,14,16]. 

В настоящее время, актуальной стала 
проблема для специалистов ветеринарной 
службы о необходимости ранней профи-
лактики животных в период новорожден-

ности, с использованием для этого про-
биотических комплексов с целью урегу-
лирования иммунитета и микробиоценоза 
при лечении инфекционных заболеваний, 
непосредственно поражающих желудоч-
но-кишечный тракт [8,5].  

Прежде всего, пробиотические штам-
мы, которые рассматриваются в процессе 
разработки синбиотической формулы 
должны соответствовать «Критериям и 
требованиям отбора пробиотических и 
пребиотических штаммов». При составле-
нии синбиотической формулы решающее 
значение будет иметь выбор пробиоти-
ков, которые будут оказывать благотвор-
ное влияние на здоровье животного при 
раздельном использовании. Определение 
состава синбиотической формулы – чрез-
вычайно сложная задача, которую пред-
стоит исследовать [9].  

Комплексные пробиотические сред-
ства обеспечивают лучшую эффектив-
ность и несет за собой увеличение коли-
чества полезных микроорганизмов, уси-
ление иммунного ответа за счет входяще-
го в состав пребиотического компонента, 
который усиливает действие пробиотика 
на организм животного [4,3,10,11,12].  

К настоящему времени имеющиеся 
исследований явно указывают на оптими-
зированное действие пробиотиков, кото-
рые оказывают сокращение бактериаль-
ных патогенов желудочно-кишечного 
тракта. Следующим образом выявлено, 
что вопрос о действии и влиянии пробио-
тических средств на здоровье животных 
недостаточно изучен, особенно в период 
новорожденности, что требует дальней-
ших научных исследований и апробаций.  

Цель работы: изучить пробиотиче-
ские свойства, бактериоциногенный по-
тенциал, влияние кислот солей желчи и 
антагонистическую направленность 
штаммов микроорганизмов Lactobacillus 
acidophilus 13, Enterococcus faecium К-50 
и их композиции. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

 Исследования по определению анта-
гонистической направленности, пробио-
тических свойств и устойчивости к кисло-
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там солей желчи проводили в научно-
испытательной лаборатории базовой ка-
федры эпизоотологии и микробиологии 
института ветеринарии и биотехнологий 
ФГБОУ ВО «Ставропольский ГАУ». 

В качестве объектов исследования 
нами были использованы чистые пробио-
тические культуры штамма Lactobacillus 
acidophilus 13 ВКПМ В-2585 и штамма 
Enterococcus faecium К-50 ВКПМ В-2579. 
В качестве тест-культур были подобраны 
основные представители условно-
патогенных микроорганизмов Staphylo-
coccus aureus ATTCC 6538P и Escherichia 
coli K-12 J53 депонированные ГосНИИге-
нетика «Курчатовский институт».  

Оценку чувствительности штаммов к 
антибиотикам проводили согласно МУ 
2.3.2.2789 – 10. Для этого использовали 
агаризованную питательную среду среду 
МПА, которую вносили 20 мл на стериль-
ную поверхность чашки Петри, в стериль-
ной зоне. Далее охлаждали и ждали пол-
ного застывания. Из тестируемых   про-
биотических штаммов микроорганизмов 
L. acidophilus 13, E. faecium К-50 и их 
композиции готовили суспензии, соответ-
ствующие по плотности оптическому 
стандарту мутности на 5 ед. (с содержа-
нием микробных клеток около 1,5 – 5×109 

КОЕ/мл). Затем производили засев сус-
пензии из исследуемых культур. Далее 
диски с антимикробным препаратом 
наносили по 5 штук на поверхность агара 
через 15-20 минут после его инокуляции 
суспензией. Чашки петри помещали в 
термостат и инкубировали при темпера-
туре 37°С в течении 18-24 часов, после 
чего производили замеры зон задержки 
роста. 

Бактериоциногенный потенциал 
штаммов микроорганизмов определяли 
методом диффузии в лунках агара, со-
гласно методическим указаниям 
2.3.2.2789-10. На поверхность стерильных 
Чашек Петри, в стерильной зоне, наноси-
ли 15 мл, расплавленного на водяной бане 
и охлажденного до 40-45°С МПА. Далее, 
охлаждали и ждали полного застывания 
агара в чашках. Затем проинкубирован-
ные в течении 18-24 часов тест-культуры 

с титром 109 микробных клеток сплош-
ным посевом наносили на поверхность по 
1,5 мл. После чего, металлической про-
сечкой для формирования лунок в агаре, 
методом штамповки вырезали диаметром 
5 мм по окружности, после чего в них 
включали по 0,15 мл пробиотических 
штаммов микроорганизмов L. acidophilus 
13, E. faecium К-50 и их композиции. 
Чашки Петри помещали в термостат и 
инкубировали при температуре 37°С на 
протяжении 36 часов. С последующим 
замером зон задержки роста. 

Оценку активности штаммов в усло-
виях, имитирующих желудочно-
кишечный тракт, выполняли согласно МУ 
2.3.2.2789 – 10. Один миллилитр культур 
собирали в стерильную пробирку и цен-
трифугировали при 8000 об/мин, на про-
тяжении 10 мин, при 4°C. Гранулы клеток 
трижды промывали физиологическим 
раствором с фосфатным буфером, а затем 
ресуспендировали до 109 б/мл в бульоне 
MRS с рН 3,0. По 0,1 мл отбирали сразу и 
после 1, 2 и 3 ч инкубации при 37°C. 
Оценку толерантности бактерий проводи-
ли по количеству жизнеспособных коло-
ний и подсчитывали после 24-часовой 
инкубации при 37°C методом подсчета на 
чашках Петри для всех образцов с ис-
пользованием десятичных разведений, 
приготовленных в 0,1% пептоновом буль-
оне. Выживаемость бактерий выражали в 
логарифмических значениях колониеоб-
разующих единиц на миллилитр (lg10 
КОЕ/мл). 

Переносимость солей желчи штамма-
ми определяли путем измерения роста на 
бульоне MRS, в который было внесено 
0,3% гликохолевой кислоты (Clearsynth) 
согласно МУ 2.3.2.2789 – 10. Штаммы L. 
acidophilus 13 и E. faecium К-50 выращи-
вали в течение 12 часов в бульоне MRS. 
Количество жизнеспособных колоний 
определяли через 0, 1, 2 и 3 часов воздей-
ствия раствора имитирующего соли жел-
чи. После инкубации в течение 24 ч при 
37°C толерантность оценивали с исполь-
зованием количественных показателей 
жизнеспособности (КОЕ/мл). 
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РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
В ходе оценки продуктивности in 

vitro исследуемых пробиотических куль-
тур штамма Lactobacillus acidophilus 13 
ВКПМ В-2585 и штамма Enterococcus 
faecium К-50 ВКПМ В-2579, а также их 
композициив отношении к тест-
культурам Escherichia coli K-12 J53 и 
Staphylococcus aureus ATTCC 6538P была 
установлена выраженная антимикробная 
активность и толерантность к антибакте-
риальным препаратам (Таблица 1). 

Из данных таблицы 1 видно, что E. 
faecium К-50 на 23,5% (Р <0,05) более 
чувствительны к ванкомицину, чем L. 
acidophilus 13, а к пенициллину на 25,0% 
(Р <0,05). Однако при их сочетании 
устойчивость к указанным антибиотикам 
возрасла более чем в 2 раза (Р <0,001). 
Согласно регистрации времени выделе-

ния резистентных к антибиотикам ве-
ществ, производимых испытуемыми про-
биотическими штаммами бактерий, со-
ставляет 18 часа, а время, за которое ак-
тивизируется рост микроорганизмов со-
ставил 24 часа. 

Совместное применение пробиотиков 
и антибиотиков способствует воспановле-
нию эобиоза кишечника уже на фоне ан-
тимикробной терапии. Поэтому сравни-
тельно низкая их чувствительность к ан-
тибиотикам является важным условием 
производственной приемлимости. L. aci-
dophilus обладают хромосомной антибио-
тикорезистентностью, при этом плазми-
ды, формирующие данную функцию у 
лактобактерий имеют малую молекуляр-
ную массу и не могут быть переданы дру-
гим микроорганизмам. 

Таблица 1 – Показатели чувствительности штаммов L. acidophilus 13, E. 
faecium К-50, и их композиции к антибиотикам 

Штамм 
Диаметр зоны подавления роста микроорганизмов (мм) 

Ванкомицин Пенициллин 

L. acidophilus 13 17,0+0,20 16+0,60 

E. faecium К-50 21,0+0,60 20+0,80 

L. acidophilus 13 и  
E. faecium К-50 

10,0+1,00 9+1,20 

Таблица 2 – Антагонистические свойства микроорганизмов L. acidophilus 13, 
E. faecium К-50 и их комозиции (зона задержки роста в мм) 

Тест-культура L. acidophilus 13 E. faecium К-50 
L. acidophilus 13 и  

E. faecium К-50 

E. coli 
K-12 J53 

22,0+1,0 20,0+0,6 25,0+1,2 

St. aureus ATTCC 
6538P 

13,0+0,6 16,0+1,0 17,0+1,5 

Данное обстоятельство делает воз-
можным и безопасным их применение. 
Механизм резистентности E. faecium к 
пенициллинам обусловлен с продукцией 
β-лактомаз, а также экспрессией низкоаф-
финного пенициллинсвязывающих бел-
ков или мутацией генов их кодирующих. 
Полученные нами результаты показали, 
что сочетание отмеченных механизмов 
резистентности даёт потенцирующий 
эффект усиления устойчивости, что обу-

славливает возможность применения 
комбинации штаммов совместно с анти-
биотиками из группы пенициллинов. 
Снижение чувствительности изучаемой 
комбинации к ванкомицину также указы-
вает на эффективность её назначения на 
фоне антибиотикотерапии. Однако, при 
этом следует учитывать чувствительность 
к данному антибиотику актуальных воз-
будителей у больного животного, так как, 
увеличение пула ванкомицинрезистент-
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ных энтерококков является одной из 
наиболее актуальных проблем современ-
ной медицины. 

Проведенными исследованиями по 
определению антагонистических свойств 
испытуемых микроорганизмов был опре-
делён практический интерес к компози-
ции, состоящей из пробиотических куль-
тур штаммов Lactobacillus acidophilus 13 
ВКПМ В-2585 и Enterococcus faecium К-
50 ВКПМ В-2579 (Таблица 2). 

Согласно данным, из таблицы 2 вы-
бранные нами пробиотические штаммы 
микроорганизмов L. acidophilus 13 и E. 
faecium К-50 проявляют значительную 
микробную активность в отношении 
условно-патогенных тест-культур, так 
пробиотический штамм L. acidophilus 13 
оказывает умеренную активность в отно-
шении к E. coli K-12 J53, где зоны инги-
бирования роста составили 22,0+1,0 мм 
по окружности лунки. Однако в отноше-
нии к St. aureus ATTCC 6538P исследуе-
мый штамм проявляет малую микробную 
активность, и зона задержки роста вокруг 
лунок составила 13,0+0,6 мм. Пробиоти-
ческий штамм E. faecium К-50 оказал бо-
лее выраженную ингибирующую актив-
ность в отношении всех исследуемых 
тест-объектов, а именно зона задержки 
роста в отношении к E. coli K-12 J53 со-
ставила 20,0+0,6 мм, а в отношении 
штамма St. aureus ATTCC 6538P – 
16,0+1,0 мм. 

Наиболее существенные практиче-
ские результаты были получены в опыте с 
применением композиции микроорганиз-
мов L. acidophilus 13 и E. faecium К-50. 
Так, ингибирующая активность в отноше-
нии к E. coli K-12 J53 составила 25,0+1,2 

мм, а в отношении St. aureus ATTCC 
6538P зона задержки роста была равна 
17,0+1,5 мм, что указывает о проявлении 
их комплексного синергетического эф-
фекта и высокой антагонистической ак-
тивности.  

 Полученные в ходе определения 
устойчивости пробиотических культур 
штамма Lactobacillus acidophilus 13 
ВКПМ В-2585 и штамма Enterococcus 
faecium К-50 ВКПМ В-2579 при сниже-
нии pH до 3,0 и переносимость желчи 
(гликохолевой кислоты) штаммами пред-
ставлены в таблице 3. 

Выживаемость L. acidophilus 13 после 
3-часового воздействия 0,3% раствора, 
имитирующего соли желчи, а именно 
первоначальные показатель был снижен с 
9,06 до 8,91, что отражает выживаемость 
при критической концентрации, исполь-
зуемой для отбора устойчивых штаммов. 
Исследование выявило высокие показате-
ли выживаемости L. acidophilus 13 и E. 
faecium К-50 в присутствии 0,3% раство-
ра, что отражает высокую способность к 
выживанию и пролиферации при кишеч-
ных заболеваниях. Благодаря липофиль-
ной природе стероидного кольца желч-
ных кислот, они обладают выраженной 
актимикробной активностью в основе 
которой лежит их деструктивное воздей-
ствие на наружную мембрану микроорга-
низмов, поэтому наличие желчи в кишеч-
нике является одним из факторов, снижа-
ющих эффективность применения про-
биотиков. Полученные нами данные ука-
зывают на достаточно высокую рези-
стентность изучаемых штаммов к влия-
нию гликохолевой кислоты, что подтвер-
ждает их практическую ценность.  

Время  
воздействия (ч) 

Жизнеспособность клеток (log10 КОЕ/мл) 

L. acidophilus 13 E. faecium К-50 L. acidophilus 13 
E. faecium К-

50 

Снижение pH бульона MRS  Гликохолевая кислоты 

pH 3,0 0,3% 

0 9,11 5,03 9,06 4,96 

1 8,99 4,98 8,99 4,91 

2 8,81 4,96 8,96 4,87 

3 8,75 4,88 8,91 4,82 

Таблица 3 – Жизнеспособность клеток L. acidophilus 13 и E. faecium К-50 при 
снижении pH до 3 и переносимость желчи (гликохолевой кислоты) штаммами 
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ВЫВОДЫ / CONCLUSION  
Согласно данным, полученных в ходе 

проведенного нами эксперимента, можно 
сделать вывод, что, исследуемые пробио-
тические штаммы микроорганизмы де-
монстрируют высокую способность про-
тивостоять суровым условиям окружаю-
щей среды, таким как снижение pH до 3,0 
и переносимость желчи (гликохолевой 
кислоты) штаммами. А именно не значи-
тельное снижение первоначальных пока-
зателей L. аcidophilus 13 и E. faecium К-50 
с 9,11 до 8,75 и 5,03 до 4,88 КОЕ/мл, что 
свидетельствует о высокой жизнеспособ-
ности клеток микроорганизмов. 

 Так же пробиотические микроорга-
низмы L. acidophilus 13 и E. faecium К-50, 
применяемые в композиции, проявили 
высокую толерантность к антибактери-
альным препаратам – Ванкомицину и 
Пенициллину, где зоны задержки роста 
составили 10+1,0 мм и 9+1,2 мм соответ-
ственно. 

Проведенная оценка антогонистиче-
ских свойств испытуемых микроорганиз-
мов показала, что наибольшую пробиоти-
ческую активность показала композиция 
из культур штамма  Lactobacillus acidophi-
lus 13 и штамма Enterococcus faecium К-
50 проявляя высокую микробной актив-
ностью в отношении тест-культур E. coli 
K-12 J53 и умеренной антагонистической 
активностью в отношении тест-культуры 
St. aureus ATTCC 6538P, что имеет пер-
спективу использования в качестве ком-
понента биотерапевтических продуктов 
для комплексной профилактики и тера-
пии заболеваний желудочно-кишечного 
трата бактериальной этиологии. 
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ABSTRACT 
It is known that the gut microbiota plays 

a central role in the health and biology of the 
animal, and is therefore important for scien-
tific research. Microorganisms of the genus 
Lactobacllus are widespread in nature and 
are considered representatives of the micro-
flora of the macroorganism of the animal. 
Lactobacllus acidophilus is widely used as a 
probiotic, and is known for its immunostim-
ulating effect, it colonizes the intestines of a 
newborn and accompanies the animal 
throughout its life. Enterococcus faecium is 
also used as a probiotic, due to its high an-
tagonistic activity against pathogenic micro-
biota, and also participates in the formation 
and maintenance of immunity. The purpose 
of this study was to evaluate the probiotic 
component of L. acidophilus 13, E. faecium 
k-50 in conditions simulating the gastroin-
testinal tract, to study the bacteriocinogenic 
potential and antagonistic properties of lac-
tobacilli and enterococci and their composi-
tion. In this review, we summarize recent 
advances in understanding the mechanisms 
involved in bacterial tolerance to bile, with 
particular emphasis on research contribu-
tions. In addition, the physiological and eco-
logical role of enzymes and their importance 
for animal health, as well as the function of 
bile acid as a regulator of metabolism, are 
discussed. Samples were used in the study. 
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