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РЕФЕРАТ 
Исследования микроорганизмов рода Bacillus открывают широкие возможно-
сти для применения пробиотических штаммов в различных областях биотех-
нологии. Микроорганизмы рода Bacillus проявляют противоаллергическое и 
антиоксидантное действие, а также производят антибактериальные вещества, 
бактериоцины и ферменты, что делает их перспективными для применения в 
качестве биодобавок в сельском хозяйстве и пищевой промышленности. Про-

биотики на основе Bacillus, особенно в споровой форме, обладают устойчивостью к 
агрессивным условиям и способны активировать неспецифический клеточный иммун-
ный ответ. В нашем исследовании мы оценивали 5 культур микроорганизмов рода Bacil-
lus для разработки пробиотических препаратов, с фокусом на стимуляцию гуморального 
антигенного ответа. Исследования проводили на перепелах Coturnix coturnix породы Те-
хас (в возрасте 14 суток), птиц разделили на 5 опытных групп и 1 контрольную(n=7), а 
также на мышах ICR (CD-1), которых делили на одну опытную группу и одну контроль-
ную (n=8). Изучали антагонистическую, гемолитическую, галактозидазную и ДНКазную 
активности, а также чувствительность к канамицину. Проводили скрининг иммуноген-
ности и инвазивности культур методом оценки сывороток в иммунофлуоресцентной ре-
акции агглютинации. Определяли длину кишечных ворсинок у опытных животных, а 
также взвешивали органы для определения массовых коэффициентов. Выявлено, что 
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штамм B. halotolerans №5.6 способствует увеличению длины кишечных ворсинок у пе-
репелов, но не влияет на слизистую оболочку у мышей. Наши исследования подтверди-
ли, что многие штаммы B. subtilis обладают инвазивностью, что считается основным 
фактором, определяющим их иммуностимулирующие эффекты. Это свойство также по-
лезно для доставки вакцинных антигенов через слизистые оболочки, однако результаты 
показали, что иммуногенность и способность преодолевать пищевую толерантность у B. 
subtilis не зависят исключительно от инвазивности. Другие виды Bacillus, такие как B. 
halotolerans, могут быть перспективными для разработки пробиотиков. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Для современной биотехнологии 

аэробные микроорганизмы рода Bacillus, 
способные продуцировать споры и биоло-
гически активные вещества, являются 
перспективными объектами исследова-
ний. Важный фактор их практического 
применения - устойчивость образующих-
ся спор при хранении, что определяет во 
многом эффективность основанных на 
них препаратов. Разные штаммы Bacillus 
оказывают противоаллергическое и анти-
оксидантное действие, а также продуци-
руют антибиотики четырех классов [1, 2]. 
Кроме того, их представители не образу-
ют биопленки на слизистых оболочках и 
поэтому не могут бесконтрольно перси-
стировать в организме. К полезным свой-
ствам организмов также относят способ-
ность вырабатывать бактериоцины – пеп-
тиды, подавляющие рост патогенов [3, 4]. 
Таким образом, при пероральном введе-
нии бактерии активируют неспецифиче-
скую резистентность организма-носителя 
и имеют большой потенциал для исполь-
зования их в качестве биодобавок в сель-
ском хозяйстве и пищевой промышленно-
сти [5].  

Пробиотики – это биомасса бактерий в 
вегетативной или споровой форме с четко 
выраженной антагонистической активно-
стью к патогенной и условно-патогенной 
микрофлоре, которая оказывает положи-
тельный эффект на организм хозяина при 
введении в адекватных количествах. К 
особенностям споровых пробиотиков от-
носят: сохранение их жизнеспособности 
при воздействии самых разнообразных 
агрессивных факторов (антибиотики, по-
вышенная кислотность, высокие темпера-
туры); способность проходит через кис-
лую среду желудка в тонкий кишечник, 

не разрушаясь; устойчивость к антибио-
тикам [6]. Грамположительная сенная 
палочка Bacillus subtilis - один из пер-
спективных микроорганизмов для разра-
ботки пробиотиков. В эксперименталь-
ных исследованиях было показано ее по-
ложительное влияние на показатели роста 
и иммунную систему. Пробиотики могут 
усиливать неспецифический клеточный 
иммунный ответ, характеризующийся 
активацией макрофагов, естественных 
киллеров (NK), антигенспецифических 
цитотоксических Т-лимфоцитов и высво-
бождением различных цитокинов штамм-
специфичным и дозозависимым образом 
[7, 8]. Иммунные или эпителиальные 
клетки могут экспрессировать ряд рецеп-
торов распознавания образов (PRR). Ти-
пичные PRR состоят из Toll-подобных 
рецепторов (TLR), рецепторов, подобных 
гену I, индуцируемому ретиноевой кисло-
той (RLR), рецепторов, подобных домену 
олигомеризации нуклеотидов (NOD) 
(NLR), и рецепторов лектинов С-типа. 
Молекулярные паттерны пробиотиков, 
ассоциированные с патогенами (PAMPs), 
взаимодействуют с PRR, инициируя соот-
ветствующие сигнальные пути для экс-
прессии различных генов и последующей 
выработки иммунных медиаторов, кото-
рые помогают хозяевам противодейство-
вать патогенным инфекциям. Помимо 
этих иммунореабилитирующих эффектов, 
пробиотики также оказывают другие 
укрепляющие здоровье эффекты на хозя-
ев. Местная микробиота обладает различ-
ной биологической активностью, прости-
рающейся от анаболизма до катаболизма 
крупных молекул, что приводит к благо-
творному воздействию на здоровье хозяи-
на, а также на саму микробиоту. Микро-
флора кишечника может ферментировать 
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эндогенную слизь и неперевариваемые 
остатки пищи, а также вырабатывать ви-
тамины, такие как витамин К и В [9]. В 
своих исследованиях британские ученые 
доказали, что вегетативные клетки B. sub-
tilis могут стимулировать экспрессию 
генов toll-подобного рецептора (TLR) для 
TLR2 и TLR4. Однако доказано, что спо-
ры не могут стимулировать ни то, ни дру-
гое и должны взаимодействовать с дру-
гим TLR и с помощью этого механизма 
способствовать активации врожденного 
иммунитета [10]. 

В настоящем исследовании было пока-
зано, что наличие инвазивности микроор-
ганизмов рода Bacillus является важным, 
но не основным фактором, определяю-
щим их иммуногенную активность, а так-
же установлено, что помимо B.subtilis для 
разработки пробиотических препаратов 
могут быть рассмотрены виды B. halotol-
erans.  

Цель исследования - осуществить по-
иск энтероинвазивных штаммов микроор-
ганизмов рода Bacillus обеспечивающих 
наибольшую стимуляцию гуморального 
антигена в отношении аутоантигенов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Используемые штаммы и среды 
 Используемые штаммы микроорганиз-

мов рода Bacillus были представлены кол-
лекцией культур лаборатории фармакоге-
номики ИХБФМ СО РАН и ООО 
«СибАФ». Идентификацию культур про-
водили методом секвенирования 16S ри-
босомальной РНК по Сенгеру. 

Эксперименты на животных 
 Штаммы тестировали на иммуноген-

ность in vivo  на перепелах Coturnix 
coturnix породы Техас в возрасте 14 су-
ток. Птиц разделили на 5 опытных групп 
и 1 контрольную, по 7 особей в каждой. 
Экспериментальным группам перорально 
вводили по 200 мкл исследуемых культур 
трехкратно с интервалом в неделю, кон-
трольной группе по 200 мкл воды, затем 
проводили взятие крови для серологиче-
ских исследований. Еженедельно прово-
дили взвешивание птицы. 

Изучение влияния энтероинвазивных 

штаммов на индукцию провоспалитель-
ных сдвигов в стенке кишечника 
(укорочение кишечных ворсинок Intesti-
num jejunum) у лабораторных животных 
проводили на мышах ICR (CD-1), кото-
рых делили на одну опытную группу и 
одну контрольную, по 8 особей в каждой. 
Опытной группе первые двое суток выпа-
ивали 100 мкл суспензии бактерий, отно-
сящихся к штамму №5.6 B.halotolerans. 
На 6-ой и 7-ой дни эксперимента повторя-
ли выпаивание, на 8-ой день выводили 
животных из эксперимента. 

По окончании экспериментов живот-
ных подвергали эвтаназии и с соблюдени-
ем правил асептики производили отбор 
проб внутренних органов и тканей для 
дальнейших исследований. Работа с лабо-
раторными животными была осуществле-
на согласно руководству по содержанию 
и уходу за лабораторными животными 
Европейской конвенции о защите позво-
ночных животных, используемых для 
экспериментов и в других научных целях.  

Скрининг иммуногенности и инвазив-
ности культур 

Напряженность гуморального иммуни-
тета определяли с помощью иммунофлуо-
ресцентной реакции агглютинации (ИРА) 
исследуемых энтероинвазивных бакте-
рий. В раститрованные в лунках микроп-
ланшета с V – образным дном  сыворотки 
крови шагом 1:2 вносили инактивирован-
ные нагреванием при 65 °С и окрашенные 
акридиновым оранжевым бактерии, инку-
бировали 16 часов при 37 °С, после чего 
оценивали светимость аутологичных О 
антигенов (образование т.н. зонтиков) на 
трансиллюминаторе GelDoc BioRad. По-
следний зонтик является титром антител, 
связавшихся с О антигеном вводимых 
бактерий.  

Для морфометрического анализа высо-
ты кишечных ворсинок и глубины крипт 
кусочки тощей кишки фиксировали в 10% 
забуференном формалине. Проводили 
диффузионный люминесцентно микро-
скопический анализ DLMA. Кусочки ки-
шечника разрезали на ровные пластины и 
в течение 10 минут окрашивали Hoechst 
33258 и 0,001% раствором эозина К, про-



Международный вестник ветеринарии, № 4, 2024 г. 

 

46  

мывали в 20 кратном объеме дистиллиро-
ванной воды и проводили люминесцент-
ную микроскопию тонкого окрашенного 
слоя клеток на поверхности слизистой  с 
использованием люминесцентного мик-
роскопа Imager D1 («Zeiss», Германия) и 
ПО AxioVision («Zeiss», Германия).   

Антагонистическую активность оцени-
вали в тестах по сокультивированию бак-
терий с культурами E.coli. Подавление 
E.coli действием штаммов Bacillus spp. 
выявляли на селективной среде SDS буль-
он (если лунка принимала желтый цвет – 
отмечалось отсутствие антагонистиче-
ской активности, зеленый – активность 
есть). ДНКазную активность оценивали с 
использованием шоколадного агара с 
ДНК и акридиновым оранжевым, визуа-
лизизируя ДНКазную активность по сни-
жению флуоресценции ДНК вокруг куль-
тур. Устойчивость к канамицину оценива-
ли посевом на LB агар с канамицином (50 

мкг/мл). Глюкуронидазную и галактози-
дазную активность выявляли на среде 
Uriselect4 («BioRad», США), утилизацию 
сахаров изучали с использованием тест-
стрипов для идентификации API®. Со-
гласно ОФС.1.7.2.0012.15. наличие α и β 
гемолиза определяли посевом на кровя-
ной агар. Патогенность оценивали по-
средством внутрибрюшинного и перо-
рального введения суспензий бактерий в 
дозе 107 КОЕ и в дальнейшем работали с 
непатогенными штаммами.  

Статистическая обработка данных 
Данные обрабатывали методами вари-

ационной и непараметрической статисти-
ки при использовании ПО GraphPad Prism 
10. Нормальность распределения оцени-
вали по методу Шапиро-Уилка, статисти-
ческую значимость различий оценивали с 
использованием t-критерия Стьюдента 
или по методу Манна-Уитни при задан-
ных уровнях значимости p<0.05 и p<0.01. 

Таблица 1 – Штаммы микроорганизмов, используемые в экспериментах 

Наименование 
вида 

№  Штамма 

Sequence ID 
(фрагмент гена 

16S рибосомаль-
ной РНК) 

Источник и дата изоляции 

B.subtilis 2.1 OR668699 19.05.2022 печень мыши 

B.halotolerans 5.6 OR668701 27.10.21 сухая почва Алтая 

B.subtilis 3.1П OR668695 19.05.2022 печень мыши 

B.atrophaeus В.а. OR668700 26.05.2015 кишечник курицы 

B.subtilis 19  OR668697 
20.10.2011 штамм продуцент протеаз 

(растительная биомасса) 

РЕЗУЛЬТАТЫ/ RESULTS 
Исследуемые в опытном эксперименте 

культуры были описаны по нескольким 
критериям. Анализ антагонистической, 
гемолитической и ДНКазной активностей 
позволил определить штаммы, способные 
противодействовать патогенным и услов-
но-патогенным микроорганизмам. К ним 
относились B.subtilis №2.1, B.subtilis 
№3.1П, B.subtilis №19, B.halotolerans 
№5.6. Также, были дополнительно изуче-
ны иммунобиологические особенности 
применения штаммов, не относящихся к 

виду B.subtilis. В частности B.halotolerans 
обладал потенциалом для возможного 
применения в качестве пробиотического 
препарата (Таблица 2) и характеризовался 
отсутствием факторов патогенности 
(таких как гемолитическая активность). В 
научной литературе отсутствуют данные 
об использовании микроорганизмов этого 
вида в составе пробиотиков и необходи-
мы дополнительные исследования по его 
изучению для создания коммерческого 
продукта с его использованием.  
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Таблица 2 – Характеристики исследуемых штаммов  
микроорганизмов рода Bacillus 

№ 
Штам

ма 

Вид микроор-
ганизма 

Гемолити-
ческая 

активнос-
ть 

ДНКазная 
активнос-ть 

Чувствитель-
ность к кана-

мицину 

Галактозида-
зная 

активность 

Антагонис-
тическая ак-

тивность 

2.1 B.subtilis  - -  +  +  -  

5.6 B.halotolerans - - + + + 

3.1П B.subtilis - - + + + 

B.a. B.atrophaeus + + + + + 

19 B.subtilis - - + + - 

Рисунок 1 – Длина кишечных ворсинок 
Intestinum jejunum, мкм (**-p<0.01, *-

p<0.05, mean±SD).  

Рисунок 2 – Коэффициент массы печени (А) и селезенки (Б) к массе тела животных, 
мг (**-p<0.01, mean±SD). 

Б А 

Представители нормофлоры кишеч-
ника обладают высокой способностью к 
иммуногенности. В частности, под дей-
ствием пробиотиков происходит регуля-
ция созревания лимфоидного аппарата 
кишечника и генерализация иммунного 
ответа. В эксперименте было отмечено 
изменение длины ворсинок Intestinum 
jejunum в ответ на введение штаммов ис-

следуемых культур. По результатам одно-
факторного непараметрического диспер-
сионного анализа Крускала-Уоллиса сле-
дует, что штаммы Bacillus spp. по-
разному влияют на длину ворсинок Intes-
tinum jejunum перепелов Coturnix coturnix 
(p<0.01). Сравнение по критерию Манна-
Уитни показало статистически значимое 
увеличение длины ворсинок (p<0.05) при 
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пероральном введение штамма 
B.halotolerans  №5.6 (Рисунок 1). Рост 
кишечных ворсинок и усиленная проли-
ферация энтероцитов оказывают влияние 
на кровоток в слизистой, а также обеспе-
чивают регуляцию многих метаболиче-
ских и сигнальных процессов ЖКТ. Уве-
личение длины ворсинок у Coturnix 
coturnix на фоне приема B.halotolerans 
№5.6 может свидетельствовать о большей 
поверхности всасывания засчет увеличе-
ния общей площади ворсинки, что делает 
его перспективным в качестве пробиоти-
ческого штамма.  

Для групп 5.6 и 3.1П значения коэф-
фициента массы печени к массе тела жи-
вотных являются значимыми относитель-
но контрольной группы по критерию 
Манна-Уитни. Остальные группы нахо-
дятся в зоне незначимости. Коэффициент 
массы селезенки к массе тела животных у 
всех опытных групп находится в зоне 
незначимости относительно контрольных 
групп (Рисунок 2). 

Также, анализ Крускала-Уоллиса вы-
явил неодинаковое влияние штаммов Ba-
cillus spp. на образование антител у 
Coturnix coturnix (p<0.0001). Сравнение 
по Т-критерию Уилкоксона показало, что 
пероральное введение штаммов B.subtilis 
№3.1П и B.atrophaeus приводит к стати-
стически значимому увеличению титра 
антител. При этом B.subtilis №3.1П и 

B.halotolerans №5.6 характеризовались 
большей дисперсией титров антител и 
вызывали образование антител к соб-
ственным О-антигенам (у интактных осо-
бей  антитела к этим бактериям отсут-
ствовали).  Интерес представляет то, что 
наличие установленного результата инва-
зивности у микроорганизмов рода Bacil-
lus, не отнесенных к видам B.subtilis и 
B.atrophaeus, могло не сопровождаться 
образованием антител. Т.е. появление 
бацилл в паренхиматозных органах не 
обязательно стимулировало гуморальный 
иммунный ответ. B. subtilis характеризу-
ется наличием инвазивности у многих 
штаммов этого вида, что также подтвер-
ждается нашими исследованиями. По 
нашему мнению, именно это свойство 
вида - основной фактор, определяющий 
большинство иммуностимулирующих 
эффектов пробиотиков, содержащих мик-
роорганизмы данного вида. Кроме того, 
эта же особенность полезна и для транс-
портировки вакцинных антигенов через 
слизистые оболочки. Однако наши иссле-
дования показали, что иммуногенность и 
способность преодолевать пищевую толе-
рантность именно у B. subtilis обусловле-
на не только инвазивностью. Следова-
тельно, существуют дополнительные ме-
ханизмы, которые предстоит изучить в 
будущем.  

Рисунок 3 – Средний титр ИРА к О-антигенам микроорганизмов рода Bacillus, соот-
ветствующих экспериментальным группам (Mean±SD, ****- p<0.0001). 
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Рисунок 4 – Масса органов Mus musculus, мг (Mean±SD). 

Рисунок 5 – Средняя длина кишечных ворсинок и глубина крипт Mus musculus,  
мкм (Mean±SD). 

По результатам непараметрического 
анализа по Манну-Уитни, применение 
пробиотического штамма B. halotolerans 
№5.6 не приводит к существенным изме-
нениям массы легких и селезенки мышей 
ICR (р>0.05) относительно контрольной 
группы (Рисунок 4). Также, пероральное 
введение B. halotolerans №5.6 не влияло 
на длину кишечных ворсинок и глубину 
крипт Intestinum jejunum (p>0.05) у мы-
шей линии ICR (Рисунок 5), что может 
говорить о менее активном иммуностиму-
лирующем эффекте данного микроорга-
низма в отношении слизистой кишечника 
(в отличие от B. subtilis). 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Среди изученных штаммов рода Ba-

cillus отвечающими требованиям, предъ-
являемым к пробиотическим микроорга-
низмам, являлись B.subtilis №2.1, 
B.subtilis №3.1П, B.subtilis №19, 
B.halotolerans №5.6. Штамм №5.6 
B.halotolerans  при пероральном введении 
приводил к удлинению кишечных ворси-

нок в 1,5 раза у перепелов Сoturnix 
coturnix (p<0.05), но при этом  не оказы-
вал влияния на слизистую оболочку то-
щей кишки у мышей ICR (p>0.05).  Не все 
изученные нами штаммы B. subtilis, обла-
дающие способностью к диссеминации во 
внутренние органы при пероральном вве-
дении, обладали способностью к индук-
ции гуморального иммунного ответа на 
аутологичные О-антигены, что позволяет 
отвергнуть гипотезу о том, что основным 
и единственным фактором, определяю-
щим иммуномодулирующую активность 
B. subtilis, является инвазивность. 
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ABSTRACT 
Studies of Bacillus microorganisms open 

up broad opportunities for the use of probi-
otic strains in various fields of biotechnolo-
gy. Bacillus microorganisms exhibit antial-
lergic and antioxidant effects, and produce 
antibacterial substances, bacteriocins and 
enzymes, which makes them promising for 
use as dietary supplements in agriculture and 
the food industry. Bacillus-based probiotics, 
especially in spore form, are resistant to ag-
gressive conditions and are able to activate a 
nonspecific cellular immune response. In our 
study, we evaluated 5 cultures of Bacillus 
microorganisms for the development of pro-
biotic drugs, with a focus on stimulating the 
humoral antigen response. The studies were 
conducted on Coturnix coturnix quails of the 
Texas breed (aged 14 days), the birds were 
divided into 5 experimental groups and 1 
control (n = 7), as well as on ICR mice (CD-
1), which were divided into one experi-
mental group and one control (n = 8). Antag-
onistic, hemolytic, galactosidase and DNase 
activities, as well as sensitivity to kanamy-
cin, were studied. Immunogenicity and inva-
siveness of cultures were screened by evalu-
ating sera in the immunofluorescence agglu-
tination reaction. The length of intestinal 
villi in experimental animals was deter-
mined, and organs were weighed to deter-
mine mass coefficients. It was found that B. 

halotolerans strain No. 5.6 effectively 
lengthens intestinal villi in quails, but does 
not affect the mucous membrane in mice. 
Our studies confirmed that many B. subtilis 
strains are invasive, which is considered to 
be the main factor determining their im-
munostimulatory effects. This property is 
also useful for delivering vaccine antigens 
through mucous membranes, but the results 
showed that immunogenicity and the ability 
to overcome food tolerance in B. subtilis do 
not depend solely on invasiveness. Other 
Bacillus species, such as B. halotolerans, 
may hold promise for probiotic develop-
ment. 
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