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РЕФЕРАТ 
Искусственные кишечные среды высоко востребованы в микробиологических 
исследованиях в сфере ветеринарии, поскольку позволяют получить качествен-
ный и количественный состав микробиоты, соответствующий естественным 
условиям. Единственная искусственная кишечная среда, имеющаяся на сего-
дняшний день в отечественной микробиологической практике, не валидирова-
на и её применение ограничивается культивированием лактобактерий. В связи 

с этим, научный интерес представляет разработка унифицированной искусственной ки-
шечной среды (УИКС), максимально соответствующей естественным условиям кишеч-
ника, на примере кур породы Браун Ник, для эффективного культивирования микроор-
ганизмов при проведении микробиологических исследований в ветеринарии. В ходе 
проведенных исследований были проанализированы существующие искусственные ки-
шечные среды и выбраны ключевые компоненты для УИКС, включающие пектин, кси-
лан, арабиногалактан, амилопектин, казеин, крахмал, бактопептон, соли и витамины, что 
обеспечивает воспроизведение естественных условий кишечника. Для проверки эффек-
тивности среды отобрали десять образцов фекалий кур, пять из которых инкубировали в 
условиях УИКС, а другие пять культивировали без применения среды. Полученные бак-
териальные культуры были идентифицированы и количественно проанализированы с 
помощью масс-спектрометрии MALDI-TOF и метода посева на селективные среды. Ста-
тистический анализ показал отсутствие значимых различий в составе микробиоты меж-
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ду экспериментальными группами (р>0,05), что указывает на успешное воспроизведение 
условий кишечника с использованием УИКС. Настоящее исследование демонстрирует 
потенциал УИКС для культивирования кишечной микробиоты и может стать основой 
для дальнейших исследований, направленных на моделирование условий кишечника 
при разработке лекарственных препаратов и кормов в ветеринарии. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Искусственные кишечные среды 

(ИКС) – это особые питательные среды, 
которые имитируют внутреннее кишеч-
ное содержимое, что позволяет получить 
качественный и количественный состав 
микробиоты в таких соотношениях, в 
которых они присутствуют в настоящем 
кишечнике. Применение ИКС позволяет 
изучать влияние микробиоты, в том числе 
патогенных и условно-патогенных микро-
организмов, друг на друга, а также лекар-
ственных веществ на них. Поэтому акту-
альной является разработка валидирован-
ных кишечных сред для микробиологиче-
ских исследований.  

По состоянию на 2023 год в России 
существовала только одна ИКС, имитиру-
ющая условия кишечника курицы [1]. 
Однако её валидация была проведена с 
использованием lux-биосенсоров, кото-
рые не считаются признанным методом 
для изучения микробиоты. Поэтому нель-
зя утверждать, что данная ИКС прошла 
полноценную валидацию. Более того, в 
рамках исходного исследования на этой 
среде культивировались исключительно 
лактобациллы, тогда как микробиота ки-
шечника курицы включает в себя и дру-
гие бактериальные роды. Это затрудняет 
оценку того, насколько условия в ИКС 
отвечают потребностям остальных пред-
ставителей микробиоты. 

Стандартные питательные среды 
(Блаурокка, агар для анаэробов с анти-
биотиками, Вильсона-Блэра, MRS, Эндо, 
Плоскирева, энтерококковый агар, кровя-
ной агар, желточно-солевой агар, скошен-
ный МПА, Сабуро) широко применяются 
для диагностики инфекционных заболева-
ний, включая поражения пищеваритель-
ного тракта. Однако каждая из них под-
держивает рост лишь одного или несколь-
ких родов микроорганизмов. Так, напри-
мер, на среде Эндо можно выращивать 
только представителей семейства энте-

робактерий [2]. 
Таким образом, единственная ИКС, 

разработанная в России, не является вали-
дированной, и её применение ограничива-
ется лактобациллами. Стандартные же 
питательные среды не позволяют культи-
вировать всю кишечную микробиоту в 
одной пробирке. В связи с этим научный 
интерес представляет разработка кишеч-
ной среды для широкого применения в 
микробиологических исследованиях в 
сфере ветеринарии. 

Целью научно-исследовательской ра-
боты стала разработка унифицированной 
искусственной кишечной среды (УИКС) 
на основе изученного биохимического 
состава естественного кишечного содер-
жимого кур породы Браун Ник. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Для приготовления 1 л УИКС к 1 л 
дистиллированной воды добавляли (в 
граммах) 9,0 пектина, 9,0 ксилана, 9,0 
арабиногалактана, 9,0 амилопектина, 43,7 
казеина, 74,6 крахмала, 31,5 твина 80, 
43,7 бактопептона, 0,7 бычьей желчи сте-
рильной, 4,7 K2HPO4•3H2О, 8,4 NaCl, 
0,009 FeSO4•7H2О, 0,7 МgSО4•7 H2О, 0,8 
CaCl•2H2О, 0,02 гемина, 0,2 п-
аминобензойной кислоты. Затем получен-
ную смесь автоклавировали при темпера-
туре 134 °С и давлении 2 атмосферы в 
течение 30 минут. После автоклавирова-
ния добавляли 4,0 г стерильного коммер-
ческого муцина желудка свиньи, 2,5 г 
никотинамида, 4 мг тиамина и 3 мг цисте-
ин-HCl для избегания их разрушения. В 
случае использования УИКС свыше 72 
часов в нее дополнительно вводили 1,5 
мл витаминной смеси, содержащей (на 1 
л): 1 мг менадиона, 2 мг D-биотина, 0,5 мг 
витамина B12, 10 мг пантотеновой кисло-
ты, 4 мг тиамина и 5 мг никотинамидной 
кислоты. 

Образцы хранили при двух темпера-
турных режимах: часть в холодильнике 
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при 4 °C в течение 72 часов, другую часть 
— в термостате при 35 °C в течение того 
же времени. Для подтверждения эффек-
тивности автоклавирования был проведён 
бактериологический контроль стерильно-
сти в соответствии с ГОСТ 28085-2013 
«Средства лекарственные биологические 
для ветеринарного применения. Метод 
бактериологического контроля стериль-
ности», в результате которого роста бак-
териальных культур в образцах выявлено 
не было. 

 Десять образцов фекалий кур породы 
Браун Ник были отобраны из коллекции 
лаборатории «Центр Агробиотехнологии» 
ДГТУ. Пять из них культивировали непо-
средственно в разработанной УИКС, 
остальные — без предварительного куль-
тивирования. Для селективного выращи-
вания различных бактериальных групп 
использовались следующие питательные 
среды: 

- бифидобактерии — молочно-
растительная среда; 

- энтерококки — энтерококковый агар; 
- кишечные палочки и лактозопози-

тивные бактерии — среда Эндо. 
Посев проводился согласно методиче-

ским указаниям МУК 4.2.2316-08 
«Методы контроля бактериологических 
питательных сред». Методика посева 
включала предварительное обозначение 
типа питательной среды и номера образца 
на дне чашки Петри. Затем бактериологи-
ческую петлю стерилизовали над спир-
товкой, открывали пробирку с образцом 
фекалий, прокаливали ее края, охлаждали 
петлю о стенки пробирки и переносили 
исследуемый материал на питательную 
среду, распределяя его по секторам. По-
сле закрытия чашки Петри посевы поме-
щали в анаэростат, поддерживая темпера-
туру 37°C в течение 72 часов, с созданием 
анаэробных условий с помощью газовой 
смеси (80% азота, 10% водорода и 10% 
углекислого газа). 

Для определения видового состава 
бактерий применяли MALDI-TOF масс-
спектрометрию. Размножение бацилл 
проводили на агаре Лурия, а количество 
колониеобразующих единиц (КОЕ) на 

грамм рассчитывали на фунт-агаре. В 
ходе культивирования морфологически 
наблюдали колонии бацилл среди других 
видов. Колонии бацилл исследовали под 
микроскопом. Для определения количе-
ства спор в образце бацилл выделяли две 
аликвоты: одну пастеризовали при 90°C в 
течение 5 минут, чтобы убить вегетатив-
ные клетки и оставить только споры, ко-
торые затем высевали на агар Лурия для 
подсчета КОЕ/г. Вторую аликвоту инку-
бировали при +4°C в течение 24 часов для 
стимуляции споруляции, затем снова па-
стеризовали и считали споры, проросшие 
из спорообразующих бацилл. Разность 
между результатами первой и второй 
аликвот позволила оценить количество 
спорообразующих бацилл, а общий посев 
непастеризованного образца давал общий 
показатель КОЕ/г. 

Результаты обрабатывали методами 
описательной статистики и проверяли на 
нормальность по критерию Шапиро-
Уилка. Статистический анализ межгруп-
повых различий проводили методом 
ANOVA с апостериорным тестом Тьюки 
для нормально распределенных данных 
или с использованием критерия Манна-
Уитни в противоположном случае. Вы-
числения производили с помощью про-
грамм IBM SPSS Statistics v. 22 ("IBM 
Сorp.", США) и MS Excel 2016 ("Microsoft 
Corp.", США). Различия показателей счи-
тали статистически значимыми при 
уровне вероятности p<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
На основании данных научной литера-

туры был подобран следующий состав 
УИКС (г/л): пектин – 9,0, ксилан – 9,0, 
арабиногалактан – 9,0, амилопектин – 9,0, 
казеин – 43,7, крахмал – 74,6, твин-80 – 
31,5, бактопептон – 43,7, бычья жёлчь 
стерильная – 0,7, K2HPO4•3H2О – 4,7, 
NaCl – 8,4, FeSO4•7H2О – 0,009, МgSО4•7 
H2О – 0,7, CaCl•2H2О – 0,8, гемин – 0,02, 
п-аминобензойная кислота – 0,2. После 
автоклавирования полученной смеси в 
нее добавляли 4,0 г стерильного коммер-
ческого муцина желудка свиньи, 2,5 г 
никотинамида, 4 мг тиамина и 3 мг цисте-
ин-HCl для избегания их разрушения. В 
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случае использования УИКС свыше 72 
часов было определено, что в нее целесо-
образно добавлять 1,5 мл витаминной 
смеси, содержащей (на 1 л): 1 мг менади-
она, 2 мг D-биотина, 0,5 мг витамина B12, 
10 мг пантотеновой кислоты, 4 мг тиами-
на и 5 мг никотинамидной кислоты. 

При подборе состава УИКС исходили 
из того, что характер питания кур и веще-
ства, которые поступают в их кишечник, 
регулируют рост и метаболическую ак-
тивность микробиоты, обуславливают 
определенные физиологические характе-
ристики внутренней среды, которые 
должны быть сымитированы в представ-
ленной разработке.  

За основу разработки была взята зару-
бежная валидированная кишечная среда 
SIEM, которая хорошо себя зарекомендо-
вала при проведении различных исследо-
ваний в искусственной динамической 
модели толстой кишки TIM-2 [3]. SIEM 
состоит из 2,5 г/л K2HPO4•3H2O, 4,5 г/л 
NaCl, 0,005 г/л FeSO4•7H2O, 0,5 г/л 
MgSO4•7H2O, 0,45 г/л CaCl2•2H2O, 0,05 г/
л желчи и 0,4 г/л цистеин-HCl. Также в 
нее добавляется 1 мл витаминной смеси, 
содержащей 1 мг/л менадиона, 2 мг/л D-
биотина, 0,5 мг/л витамина B12, 10 мг/л 
пантотената, 5 мг/л никотинамида, 5 мг/л 
п-аминобензойной кислоты и 4 мг/л тиа-
мина. Данная среда позитивно влияет на 
естественный баланс микробного сообще-
ства, позволяя максимально близко вос-
произвести нормальные условия толстого 
кишечника. Однако же состав SIEM не 
учитывает в полной мере особенности 
питания кур. В связи с этим в нее целесо-
образно было включить нижеописанные 
компоненты для достижения определен-
ных свойств УИКС. 

В качестве углевода был выбран кси-
лан, поскольку он входит в состав злако-
вых и является субстратом для жизнедея-
тельности бифидобактерий, например, 
Bifidobacterium longum и продуцентов 
бутирата, например, Faecalibacterium 
prausnitzii [4]. Пектин является субстра-
том для семейства Firmicutes [5], а араби-
ногалактан, содержащийся в твердых ча-
стях растений и входящий в рацион жи-

вотных и человека, стимулирует рост 
пробиотической микробиоты [6]. Амило-
пектин обусловливает рост облигатной 
микробиоты [7]. Казеин является источ-
ником аминокислот для микробиоты, ко-
торые входят в состав бактериальных 
белков, ферментов и биологически актив-
ных веществ [8]. Крахмал является пред-
шественником амилопектина, модулирует 
рост резидентной микробиоты [9]. Твин-
80 необходим для профилактики вспени-
вания УИКС, является субстратом для 
микробиоты, выполняет дезинтоксикаци-
онную функцию [10]. Бактопептон в про-
цессе метаболизма обогащает микробиоту 
азотом, который необходим для синтеза 
пуринов и пиримидинов [11]. Стерильная 
бычья желчь – субстрат для синтеза бак-
териальных стероидов, препятствует из-
быточному росту микробиоты [12]. Мена-
дион участвует в культивировании пато-
генной микробиоты, которая также при-
сутствует в кишечнике в определенном 
количестве. Гемин участвует в образова-
нии бактериальных уролитинов, имеет 
антиоксидантные свойства [13]. Пара-
аминобензойная кислота необходима для 
реакций матричного синтеза в бактери-
альной клетке и образования биопленок 
[14]. Тиамин – экзогенный кофермент, 
необходимый для синтеза декарбоксилаз 
[15]. Никотинамидная кислота необходи-
ма для репарации ДНК, является кофакто-
ром ферментных комплексов [16]. Ком-
мерческий муцин желудка свиньи необхо-
дим для имитации нормальной слизи. 
Цистеин – донор сульфгидрильных групп, 
восстановитель, образует регуляторные 
комплексы [17]. D-биотин участвует в 
синтезе карбоксилаз, образовании заро-
дышевых трубок и грибков [18]. Витамин 
B12 участвует в реакциях трансметилиро-
вания и синтезе нуклеотидов [19]. Панто-
тенат входит в состав трансфераз и аце-
тил-КоА [20]. 

С целью тестирования разработанной 
УИКС из коллекции научно-
исследовательской лаборатории «Центр 
Агробиотехнологии» ДГТУ были отобра-
ны десять образцов фекалий кур породы 
Браун Ник. Пять образцов использовали 
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для бактериологического посева без пред-
варительного культивирования в разраба-
тываемой УИКС, а остальные пять — для 
культивирования кишечных бактерий с 
использованием УИКС. 

Для культивирования молочнокислых 
бактерий применяли селективные пита-
тельные среды: бифидобактерии выращи-

вали на молочно-растительной среде, эн-
терококки — на энтерококковом агаре, а 
кишечные палочки и лактозопозитивные 
бактерии — на среде Эндо. 

По итогам исследования были опреде-
лены родовой состав и численность бак-
терий в образцах фекалий кур, которые 
представлены в таблице 1. 

Таблица 1 – Родовой состав и численность микробиоты, выращенной  
на селективных питательных средах 

Род КОЕ/г Стандартная ошибка 

Lactobacillus 3,5·108 0,4 

Bifidobacterium 1,0·107 0,0 

Enterococcus 1,4·107 0,3 

Escherichia coli 4,8·106 1,1 

Лактозо-позитивные бактерии 4,4·105 1,1 

Bacillus 0 0 

Таблица 2 – Родовой состав и численность микробиоты, выращенной на УИКС 

Род КОЕ/г Стандартная ошибка 

Lactobacillus 3,8·108 0,5 

Bifidobacterium 1,0·107 0,0 

Enterococcus 1,4·107 0,1 

Escherichia coli 4,8·106 1,3 

Лактозо-позитивные бактерии 4,3·105 1,2 

Bacillus 0 0 

Для культивирования кишечных бак-
терий при помощи разрабатываемой сре-
ды пять образцов фекалий кур были по-
мещены в стеклянную колбу с автоклави-
рованной УИКС и икубировались 24 часа 
в анаэробных условиях в термостате при 
температуре 41 °C с контролем pH в диа-
пазоне от 6,8 до 7,6, что соответствует 
нормальной температуре и pH слепой 
кишки курицы. Далее полученное содер-
жимое было разаликвотировано в асепти-
ческих условиях для бактериальных посе-
вов, родовой идентификации и количе-
ственного анализа в соответствии с выше-
описанными методами. 

В результате у образцов, культивиро-
ванных с применением разрабатываемой 
УИКС также был определен родовой со-
став кишечных бактерий (таблица 2). 

Полученные данные были использова-
ны для проверки различий в составе ки-
шечной микробиоты в образцах с предва-

рительным культивированием с примене-
нием УИКС и без. Согласно критерию 
Шапиро-Уилка, полученные данные не 
подчинялись нормальному распределе-
нию, в связи с чем для проверки разницы 
в количественном составе родов кишеч-
ных бактерий был использован критерий 
Манна-Уитни. По результатам проверки 
статистических гипотез значимой разни-
цы между составом микробиоты обнару-
жено не было (р>0,05), что свидетель-
ствует об успешности воспроизведения 
кишечных условий с применением разра-
батываемой УИКС. 

Таким образом, разработанная УИКС 
состоит из широкого спектра белков, жи-
ров, углеводов, солей и витаминов, за 
счет чего происходит удовлетворение 
внешних и внутренних потребностей ши-
рокого спектра бактерий, культивируе-
мых в кишечнике, следовательно, это 
обусловливает рост большего количества 
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фил бактерий. Все вышеизложенное дела-
ет разработанную УИКС более точной 
моделью приближения к среде кишечни-
ка. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
В результате проведенных исследова-

ний был подобран состав и создан экспе-
риментальный образец УИКС с учетом 
особенностей питания и физиологических 
параметров кишечника кур породы Браун 
Ник. Была апробирована возможность 
автоклавирования экспериментального 
образца УИКС. Было обнаружено, что 
соли, белки и углеводы выдерживают 
автоклавирование, а свиной желудочный 
муцин и витаминный комплекс должны 
вводиться в стерильном виде после этого. 
Разработанная УИКС была протестирова-
на путем культивирования в ней микро-
биоты из образцов фекалий кур в сравне-
нии с культивированием на селективных 
питательных средах. Статистически зна-
чимых различий между численностью 
бактерий, выращенных на селективных 
питательных средах и УИКС выявлено не 
было, что говорит о качественном вос-
произведении условий кишечника кур с 
применением разработанной УИКС. 
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ABSTRACT 
Artificial intestinal media are in high 

demand in microbiological research in the 
field of veterinary medicine, since they allow 
obtaining a qualitative and quantitative com-
position of microbiota corresponding to the 
natural conditions. The only artificial intesti-
nal medium currently available in domestic 
microbiological practice has not been vali-
dated and its use is limited to the cultivation 
of lactobacilli. In this regard, the develop-
ment of a unified artificial intestinal medium 
(UAIM) that best matches the natural condi-
tions of the intestine, using the example of 
Brown Nick chickens, is of scientific interest 
for the effective cultivation of microorgan-
isms during microbiological research in vet-
erinary medicine. In the course of the stud-
ies, existing artificial intestinal media were 
analyzed and key components were selected, 
including pectin, xylan, arabinogalactan, 
amylopectin, casein, starch, bactopeptone, 
salts and vitamins, which ensures the repro-
duction of natural intestinal conditions. To 
test the effectiveness of the medium, ten 
samples of chicken feces were selected, five 
of which were incubated under UAIM condi-
tions, and the other five were cultured with-
out the use of the medium. The resulting 
bacterial cultures were identified and quanti-
tatively analyzed using MALDI-TOF mass 
spectrometry and the method of seeding on 
selective media. Statistical analysis showed 
no significant differences in the microbiota 
composition between the experimental 
groups (p>0.05), indicating that the intestinal 
conditions were successfully reproduced 
using UAIM. This study demonstrates the 
potential of UAIM for culturing intestinal 
microbiota and can serve as a basis for fur-
ther studies aimed at modeling intestinal 
conditions in the development of veterinary 
drugs and feeds. 
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