
168

В Е Т Е Р И Н А Р И Я

Масштабное и зачастую бесконтрольное 
использование антимикробных препаратов в 
медицинской, ветеринарной и пищевой отраслях 
деятельности человека приводит к формиро-
ванию резистентных форм микроорганизмов, 
входящих в структуру микробиома кишечника. 
При высокой степени коммуникации как внутри-
видового, так и межвидового взаимодействия, 
основанного на горизонтальном способе пере-

носа генов, в котором участвуют плазмиды, 
транспозоны и интеграны [1], не исключена 
возможность передачи информации о меха-
низмах резистентности патогенным и условно-
патогенным штаммам микроорганизмов и, как 
следствие, увеличения спектра их устойчивости 
к антимикробным химио препаратам, вплоть 
до формирования штаммов из категории супе-
ринфекций. Примером такого взаимодействия 
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может служить штамм S. aureus MRS�. Со-MRS�. Со-. Со-
гласно статистическим данным, только в стра-
нах Евросоюза ежегодно регистрируется свыше 
25 тыс. летальных исходов от инфекционных 
заболеваний, вызванных полирезистентными 
штаммами микроорганизмов. В общую картину 
развития антибиотикорезистентных штаммов 
весомый вклад вносит отрасль животноводства, 
так как на её долю приходится более половины 
всех производимых антибактериальных препа-
ратов с преимущественным их использованием 
в качестве кормовых антибиотиков [2].

Накопленные экспериментальные данные 
свидетельствуют о негативном опосредованном 
влиянии кормовых и клинически значимых 
антибиотиков, используемых в животноводстве, 
на продукты переработки животноводческой 
продукции. Это обусловлено переносом анти-
биотикорезистентностной эндогенной кишечной 
комменсальной микробиоты животных на чело-
веческую популяцию [3, 4]. 

Наиболее перспективной альтернативой 
использования антибиотиков в различных от-
раслях деятельности человека, а в частности 
в животноводстве, является использование 
пробиотиков или микроорганизмов прямого 
откорма (Direct-Fed Microbials, DFMs) [5, 6]. 
Их структура представлена жизнеспособными, 
естественными микробными культурами родов 
L�ct�b�cillus, Bifid�b�cteriu�, Enter�c�ccus, 
Strept�c�ccus и Pr�pi�nib�cteriu�, которые по-
зволяют моделировать видовое биоразнообразие 
микробиома кишечника, повышая тем самым 
физиолого-адаптационные характеристики ор-
ганизма животных [7, 8]. 

Пробиотические штаммы наряду с активным 
участием в обменных процессах организма-
хозяина [9] проявляют выраженный антагонизм, 
который стал в настоящее время альтернативным 
способом профилактики и лечения инфекционных 
патологий животных.

В экспериментальных исследованиях in vitr� 
установлен выраженный аддитивный эффект ком-
бинаций пробиотических штаммов E. c�li M-17 
в комплексе с антибиотиком эритромицин и E. 
faecium с ампицилином и цефоперазоном со-
ответственно в отношении S. enteritidis [10]. 
Модельные экспериментальные исследования 
эффективности сочетанного применения про-
биотических и антибиотических препаратов при 
лечении экспериментальной сальмонеллёзной 
инфекции также позволяют судить о высокой 
степени аддитивного эффекта пробиотического 
бинарного препарата Биоспорин на основе B. 
subtilis 3 и B. lichenif�r�is 31 с цефотаксимом 
[11, 12]. 

Анализ литературных данных свидетельствует 
о высоком уровне актуальности и практиче-
ской значимости исследований, направленных 

на разработку комплексных методов лечения 
инфекционных заболеваний с применением 
антибактериальных препаратов и резистентных 
по отношению к ним аддитивно действующих 
пробитических штаммов.

Целью настоящей работы является иссле-
дование потенцированного эффекта антимикроб-
ных препаратов в отношении пробиотических 
штаммов микроорганизмов.

Материал и методы. В качестве объектов 
исследования использовались чистые культуры 
пробиотических препаратов на основе бактерий 
рода Bacillus: Споробактерин (основа препарата 
B. subtilis 534, производитель – ООО «Бакорен», 
г. Оренбург, Россия), Ветом 1 (основа препарата 
B. subtilis штамм ВКПМ В-10641 (DSM 24613), 
Ветом 3 (основа препарата B. amiloliquefaciens 
10642 штамм (DSM 24614), Ветом 4 (основа 
препарата B. amiloliquefaciens 10643 штамм 
(DSM 24615). Производителем препаратов Ве-DSM 24615). Производителем препаратов Ве- 24615). Производителем препаратов Ве-
том является НФП «Исследовательский центр» 
ООО (Россия). 

В качестве регулирующих факторов в работе 
применялись антимикробные вещества из двух 
классов антибиотиков – β-лактамные антибиотики 
группы цефалоспоринов (цефотаксим, цефепим), 
аминогликозиды (канамицин, гентамицин, стреп-
томицин).

Для реализации поставленной перед нами  
цели в работе использовались диско-диффузион-
ный и нефелометрический методы. 

Использование диско-диффузионного метода 
проводилось в соответствии с общепринятой 
методикой. В стерильную чашку Петри заливали 
20 мл питательной среды (ГРМ-агар), при этом 
обязательным критерием являлась равномерная 
заливка. С этой целью чашки располагали на 
поверхности, выровненной по уровню. После 
полного застывания и подсушивания на по-
верхность среды наносили 100 мкл суспензии 
микроорганизмов в концентрации 1 · 109 КОЕ / мл 
с последующим её распределением по всей 
поверхности субстрата стерильным микробио-
логическим шпателем (посев газонов). Диски, 
содержащие антибиотики, распределяли на по-
верхности газона на расстоянии 2 см – от края 
чашки Петри и 4 см – на удалении друг от 
друга. Чашки помещали в термостат на 24 ч. 
при температуре 37 °С, во избежание искажения 
данных, вызванных размыванием газона конден-
сационной водой, чашки помещали дном вверх. 
Для получения достоверных данных исследование 
проводилось в пятикратной повторности. 

Оценка ингибирующего действия антибио-
тиков проводилась визуально, путём замера 
зон подавления роста микроорганизма вокруг 
диска в мм. 

Для проведения нефелометрического метода 
рабочий раствор антибиотика готовили из анти-
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Использование данной методики позволя-
ет визуально оценить степень выраженности 
ингибирующего действия антибактериальных 
препаратов в отношении исследуемых тест-
организмов. На основании полученных экс-
периментальных данных нами был произведён 
замер зон подавления роста изучаемых микро-
организмов (табл. 1). 

Представленные в таблице 1 данные сви-
детельствуют о выраженном бактерицидном 
действии всех исследуемых препаратов в отно-
шении B. subtilis 534, B. amyloliquefaciens ВКПМ 
В-10642 и B. amyloliquefaciens ВКПМ В-10643. 

При анализе экспериментальных данных по 
оценке уровня резистентности исследуемых про-
биотических штаммов в отношении B. subtilis 
штамм ВКПМ В-10641 регистрируется высо-
кий уровень чувствительности к цефотаксиму. 
Минимальная зона подавления роста у данного 
микроорганизма была зарегистрирована в отно-
шении гентамицина, в то время как в отношении 
канамицина установлена выраженная резистент-
ность. Наиболее чувствительным в отношении 
всех исследуемых антибактериальных препаратов 
является B. amyloliquefaciens ВКПМ В-10642, 
что фактически свидетельствует об отсутствии 
перспективности его использования в комплексе 
с препаратами исследуемых групп. 

Для оценки уровня потенцированного воз-
действия антибактериальных препаратов в 
отношении тест-организмов нами использо-
вался нефелометрический метод определения 
относительной оптической плотности роста 
популяции микроорганизмов в присутствии 
различных концентраций антибактериальных 
соединений. Преимуществом используемой 
методики является возможность оценки уров-
ня ингибирующих характеристик в структуре 
аналогового исследования, позволяющего в 
свою очередь исключить погрешность влияния 
экзогенных факторов. В качестве тестируемых 
антибактериальных соединений на данном эта-
пе выполнения работы нами использовались 
аминогликозиды (гентамицин, стрептомицин), 
b-лактамные антибиотики группы цефалоспо-
ринов (цефотасим и цефепим).

По результатам замера относительной оптиче-
ской плотности нами были построены диаграм-
мы для анализа и систематизации полученных 
результатов (рис. 1 – 4).

биотического препарата, растворённого в физио-
логическом растворе. Концентрацию рабочего 
раствора рассчитывали исходя из необходимой 
максимальной концентрации в ряду серийных 
разведений, учитывая фактор разбавления пре-
парата при последующей инокуляции.

Многоканальной пипеткой в 96-луночный 
планшет в каждую лунку вносили 100 мкл жид-
кой питательной среды МПА. Затем в первую 
лунку при помощи микропипетки со стерильным 
наконечником вносили 50 мкл максимальной 
концентрации рабочего раствора антибактери-
ального препарата. Тщательно пипетировали и 
новым стерильным наконечником переносили 50 
мкл раствора антибиотика в бульоне во вторую 
лунку, содержавшую первоначально 100 мкл 
бульона. Эту процедуру повторили, пока не был 
приготовлен весь необходимый ряд разведений. 
Таким образом, получили ряд лунок с растворами 
антибиотика, концентрации которых отличаются 
в соседних лунках в 2 раза.

Для инокуляции использовали стандартную 
микробную взвесь, эквивалентную 0,5 по стандар-
ту МакФарланда. По 50 мкл инокулюма вносили 
в каждую лунку, содержащую соответствующее 
разведение антибактериального препарата. 

При проведении инкубации планшет закры-
вали крышкой для предотвращения высыхания 
содержимого лунок. Инкубировали в обычной 
атмосфере при температуре 37 °С в течение 24 ч.

Учёт результатов проводили визуально и 
спектрофотометрически. За МПК принимали 
минимальную концентрацию, обеспечивающую 
полное подавление видимого роста исследуемого 
штамма. 

Результаты исследования. Предварительный 
этап экспериментальных изысканий в рамках 
проводимого исследования был направлен на 
оценку ингибирующих характеристик антибакте-
риальных химиопрепаратов, входящих в состав 
различных групп по химическому строению 
и механизму действия: β-лактамные антибио-
тики группы цефалоспоринов (цефотаксим) и 
аминогликозиды (канамицин и гентамицин), 
в отношении пробиотических штаммов рода 
Bacillus: B. subtilis 534, B. subtilis ВКПМ В-10641, 
B. amyloliquefaciens ВКПМ В-10642 и B. ����. ����amy�
loliquefaciens ВКПМ В-10643. Для реализации 
поставленной перед нами задачи использовался 
диско-диффузионный метод. 

1. Оценка влияния антибиотиков на пробиотические микроорганизмы  
(зоны подавления роста в миллиметрах) (X ± Sx)

Препарат B. subtilis
534

B. subtilis
ВКПМ В-10641

B. ���l�liquef�ciens
ВКПМ В-10642

B. ���l�liquef�ciens 
ВКПМ В-10643

Канамицин 28,3 ± 1,67 R ≥40 33,0 ± 1,00
Гентамицин 32,3 ± 1,45 36,3 ± 0,67 ≥40 36,7 ± 0,33
Цефотаксим 38,7 ± 1,33 39,0 ± 1,00 ≥40 29,7 ± 0,88

Примечание: R – резистентен.
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Рис. 1 – Оценка влияния различных концентраций гентамицина на рост популяции тест-организмов 
посредством определения относительной оптической плотности (OD)
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Рис. 2 – Оценка влияния различных концентраций стрептомицина на рост популяции тест-организмов 
посредством определения относительной оптической плотности (OD)
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Анализ плотности роста популяции исследуе-
мых микроорганизмов в присутствии различных 
концентраций гентамицина свидетельствует об 
ингибирующем действии данного антибактери-
ального препарата в отношении B. ���l�lique�. ���l�lique�amylolique�
faciens ВКПМ В-10642 при концентрации от 
1,96 до 250 мг/мл и B. amyloliquefaciens ВКПМ 
В-10643, для которого выявлено максимально 
значимое подавление роста при концентрациях 
антибиотика от 7,81 до 250 мг/мл. 

Относительную резистентность из всех иссле-
дуемых пробиотических штаммов в отношении 
данного антибиотика проявляют B. subtilis 534 
и B. subtilis ВКПМ В-10641, которые в боль-
шинстве из исследуемых концентраций имели 
максимальные значения плотности роста, что 
гипотетически подразумевает высокий уровень 
перспективности использования данных препара-
тов в комплексе с гентамицином для дальнейших 
исследований, направленных на комбинированное 
их использование (рис. 1). 

Оценка ингибирующего действия стрептоми-
цина в отношении исследуемых микроорганизмов 
имеет определённые отличия бактерицидности 
в сравнении с гентамицином. Штамм B. subtilis 
ВКПМ В-10641 имеет относительно стабильные 
значения плотности роста независимо от концен-
трации по сравнению с другими тест-организмами.

В отношении других пробиотических пре-
паратов данное антимикробное средство прояв-
ляет более выраженное ингибирующее действие 
(рис. 2).

Обобщённый анализ оценки степени влия-
ния цефотаксима на рост исследуемых микро-
организмов показал, что наиболее выраженной 
резистентностью в отношении данного анти-
биотика обладает штамм B. amyloliquefaciens 
ВКПМ В-10643 при концентрациях от 0,001 до 
1,95 мг / мл. Минимальные значения плотности 
роста популяции по отношению к остальным про-
биотикам в присутствии данного химиопрепарата 
были зарегистрированы у B. subtilis 534 (рис. 3). 
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Рис. 4 – Оценка влияния различных концентраций цефепима на рост популяции тест-организмов 
посредством определения относительной оптической плотности (OD)

Рис. 3 – Оценка влияния различных концентраций цефотаксима на рост популяции тест-организмов 
посредством определения относительной оптической плотности (OD)
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В отношении широкого диапазона концентра-
ций цефепима (от 0,001 до 1,95 мг/мл) все про-
биотические препараты проявляют относительно 
высокий уровень резистентности. Относительно 
стабильно высокие показатели устойчивости к 
антибиотику зарегистрированы у B. ���l�lique�. ���l�lique�amylolique�
faciens ВКПМ В-10641 при концентрациях от 
0,001 до 15,6 мг/мл. Однако по мере увеличения 
концентрации препарата у исследуемых штаммов 
регистрируется снижение плотности популяции 
микроорганизмов, особенно ярко данное явление 
выражено у B. subtilis 534 (от 1,95 до 250 мг/
мл) (рис. 4). 

Выводы. Проводимые экспериментальные 
исследования позволяют с высоким уровнем 
достоверности свидетельствовать об относи-
тельно высоком уровне резистентности штам-
ма B. subtilis ВКПМ В-10641, входящего в 
препарат Ветом-1, в отношении гентамицина, 

стрептомицина и цефепима. При этом наибо-
лее перспективными комбинационными парами 
для проведения дальнейших исследований, на-
правленных на оценку сочетанного аддитивного 
эффекта, являются: гентамицин с B. subtilis  
534 и B. subtilis ВКПМ В-10641, стрептоми-
цин с B. subtilis ВКПМ В-10641, цефотаксим с 
B. amyloliquefaciens ВКПМ В-10643, цефепим с 
B. subtilis ВКПМ В-10641, B. amyloliquefaciens 
ВКПМ В-10642 и B. amyloliquefaciens ВКПМ 
В-10643.
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