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Резюме. Исследования проводили с целью оценки выживаемости ассоциаций микроорганизмов на основе молочнокислых и 
спорообразующих бактерий в условиях in vitro, аналогичных для различных отделов пищеварительного тракта сельскохозяйствен-
ной птицы для последующего создания поливидовых пробиотиков. Объектами исследований служили подобранные по принципу 
биосовместимости 4 ассоциации микроорганизмов, а именно L. acidophilus и B. subtilis, L. plantarum и B. subtilis, L. rhamnosus и B. 
subtilis, P. acidactici и B. subtilis. Имитацию их транзита через желудочно-кишечный тракт птицы проводили в модифицированной 
среде MRS при значениях рН 5,0, 3,0 и 7,0 (соответствует зобу, желудку и кишечнику) и длительности инкубации от 60 до 150 мин 
при температуре 40 °С. После культивирования вегетативных клеток штамма B. subtilis совместно с L. acidophilus, L. plantarum, 
L. rhamnosus или P. acidilactici в указанных условиях их количество относительно контроля составило соответственно 71,4, 68,2, 
65,2 и 60,8 %, а микроорганизмов штаммов L. acidophilus, L. plantarum, L. rhamnosus или P. acidilactici − 87,9, 82,5, 97,9 и 52,9 %. 
В среде с 1,0 % желчи цыплят-бройлеров численность L. acidophilus, L. plantarum или L. rhamnosus при совместной инкубации со 
штаммом B. subtilis была равна соответственно 24,9, 21,8 и 47,2 %, а B. subtilis – в среднем 46…49 % относительно контроля. Для 
изученных ассоциаций отмечено увеличение индекса формирования биопленок, по сравнению с монокультурами, на 15,6…24,7 %.
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Abstract. The studies were conducted to assess the survival of microorganism associations based on lactic acid and spore-forming 
bacteria under in vitro conditions similar to those in various sections of the digestive tract of agricultural poultry for the subsequent 
creation of polyspecies probiotics. The objects of the studies were 4 microorganism associations selected for biocompatibility, namely 
L. acidophilus and B. subtilis, L. plantarum and B. subtilis, L. rhamnosus and B. subtilis, P. acidactici and B. subtilis. Their transit through 
the gastrointestinal tract of poultry was simulated in a modified MRS medium at pH values ​​of 5.0, 3.0 and 7.0 (corresponding to the crop, 
stomach and intestine) and an incubation time of 60 to 150 min at a temperature of 40 degrees Celsius. After culturing vegetative cells 
of the B. subtilis strain together with L. acidophilus, L. plantarum, L. rhamnosus or P. acidilactici under the specified conditions, their 
number relative to the control was 71.4, 68.2, 65.2 and 60.8%, respectively, and the microorganisms of the L. acidophilus, L. plantarum, 
L. rhamnosus or P. acidilactici strains were 87.9, 82.5, 97.9 and 52.9%. In a medium with 1.0% bile of broiler chickens, the number of L. 
acidophilus, L. plantarum or L. rhamnosus during co-incubation with the B. subtilis strain was equal to 24.9, 21.8 and 47.2%, respectively, 
and B. subtilis was on average 46-49% relative to the control. For the studied associations, an increase in the biofilm formation index 
was observed, compared to monocultures, by 15.6-24.7%.
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На сегодняшний день в России и за рубежом 
повышенное внимание уделяют промышлен-
ному птицеводству в связи с ростом спроса 

на мясо и яйца птицы – ценные источники животного 
белка [1, 2]. Непрерывное увеличение численности 
жителей планеты (к 2030 г. оно достигнет 8,4 млрд 
человек, а к 2050 г. – 9,6 млрд человек) обостряет 
проблему обеспечения населения высококаче-
ственным продовольствием и интенсифицирует 
дальнейшее развитие отрасли птицеводства [1, 3]. 
Увеличение производства ее продукции обусловле-
но широким применением антибиотиков, которое 
направлено на повышение продуктивности птиц и 
профилактику инфекций, вызываемых различны-
ми бактериями из родов Escherichia, Salmonella и 
Campylobacter [4, 5, 6]. Проблема формирования 
антибиотикорезистентности патогенных бактерий, 
негативное влияние антибиотиков на микробиоту 
кишечника и иммунитет сельскохозяйственных жи-
вотных стала причиной общеевропейского запре-
та на использование этих препаратов в сельском 
хозяйстве (Регламент (ЕС) № 1831/2003). В России 
принят закон, согласно которому запрещено вно-
сить антимикробные препараты в корма животных 
и реализовывать корма, приготовленные с их ис-
пользованием, без рецепта ветеринарного специ-
алиста (№ 463-ФЗ). Необходимость минимизации 
или полного исключения применения антибиотиков 
в птицеводстве обусловливает использование био-
логически активных препаратов, действие которых 
направлено на увеличение переваривания и доступ-
ности трудноусвояемых компонентов кормов, фор-
мирование и нормализацию кишечных микробных 
сообществ, профилактику и лечение заболеваний 
пищеварительной системы птицы [1, 7]. Подобные 
положительные эффекты реализуют живые штаммы 
строго отобранных микроорганизмов, или пробио-
тики [3, 8].

Анализ многочисленных отечественных и зару-
бежных работ подтверждает эффективность штам-
мов молочнокислых и спорообразующих бактерий 
в качестве пробиотиков для разных кроссов сель-
скохозяйственной птицы [9, 10]. В последние годы 
особое внимание исследователи уделяют поиску 
и характеристике пробиотических свойств новых 
бактериальных штаммов, обладающих чрезвычайно 
высоким метаболическим потенциалом [11, 12]. В 
этой связи бесспорен переход от моноштаммового 
подхода к поливидовому/полиштаммовому с целью 
использования синергической способности различ-
ных пробиотических штаммов [4, 12].

Одним из основных факторов, ограничивающих 
применение в птицеводстве штаммов микроорганиз-
мов – потенциальных кандидатов в пробиотики, мож-
но считать их устойчивость к желудочно-кишечным 
стрессам [8, 13]. Транзит через пищеварительный 
тракт животного сопровождается воздействием на 
микроорганизмы различных стрессорных факторов 
– пищеварительных ферментов и кислот желудка, 
недостатка источников питания, высокой осмоляр-
ности среды, солей желчных кислот кишечника, 
способных существенно повреждать бактериальные 
клетки и снижать их метаболическую активность, 
выживаемость и функциональность [14, 15]. Наи-
более серьезные стрессоры желудочно-кишечного 
тракта (ЖКТ) – кислоты и желчь. Под воздействием 
желудочного сока и желчи лактобациллы ко времени 

поступления в кишечник животного могут терять до 
90 % своего функционального потенциала [13, 16]. 

В связи с изложенным, значительная часть пред-
ставленных в отечественной и зарубежной литературе 
сведений относится к исследованиям устойчивости 
штаммов молочнокислых и спорообразующих бак-
терий к различным значениям рН и концентрациям 
желчи [12, 17, 18]. Информация, которая касается 
оценки выживаемости ассоциаций микроорганиз-
мов на основе биосовместимых штаммов указанных 
бактерий в условиях, имитирующих их транзит через 
пищеварительный тракт животного, практически от-
сутствует и представлена несколькими зарубежными 
работами [19, 20]. Дальнейшие исследования в этом 
направлении открывают перспективы для разработки 
эффективных пробиотиков, которые состоят из не-
скольких бактериальных культур, способных оказывать 
взаимное положительное влияние на функциональные 
характеристики. 

Цель исследований – оценка выживаемости ассо-
циаций микроорганизмов на основе биосовместимых 
штаммов молочнокислых и спорообразующих бакте-
рий в условиях in vitro, аналогичных для различных от-
делов пищеварительного тракта сельскохозяйствен-
ной птицы для создания поливидовых пробиотиков.

Условия, материалы и методы. В работе ис-
пользовали пробиотические штаммы молочнокислых 
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus rhamnosus, Pediococcus acidilactici) и 
спорообразующей (Bacillus subtilis) бактерий из фонда 
Коллекции микроорганизмов Всероссийского на-
учно-исследовательского института фитопатологии 
(Московская обл., Россия) и Федерального центра 
токсикологической, радиационной и биологической 
безопасности (Казань, Россия). Бактериальные 
штаммы поддерживали выращиванием в пробирках 
при температуре (37±1) °C: молочнокислых бактерий 
– на питательных средах MRS (Condalab, Испания), 
бациллы – LB (ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия). 

Объектами исследований служили подобранные по 
принципу биосовместимости бактериальные ассоци-
ации на основе L. acidophilus и B. subtilis – ассоциация 
№ 1, L. plantarum и B. subtilis – ассоциация № 2, L. 
rhamnosus и B. subtilis – ассоциация № 3, P. acidactici 
и B. subtilis – ассоциация № 4. Биосовместимость 
штаммов бактерий устанавливали методом, предло-
женным ранее [12]. Взаимодействие бактериальных 
штаммов оценивали путем совместного выращивания 
на поверхности различных плотных питательных сред. 
Выращивание бактерий осуществляли при температу-
ре (37±1) °C в течение 24…48 ч. Особенности взаимо-
действий штаммов бактерий выявляли визуально по 
характеру роста и развития их колоний: 1 тип – антаго-
низм – подавляющее влияние подсеваемой культуры 
на рост исследуемого штамма; 2 тип – нейтралитет 
– независимый рост исследуемой культуры; 3 тип – 
синергизм – стимулирующее действие исследуемого 
штамма подсеваемой культурой.

Культивирование штаммов бактерий проводили 
на модифицированной среде MRS, позволяющей со-
вместно выращивать различные виды молочнокислых 
микроорганизмов и Bacillus subtilis. Питательная среда 
имела следующий состав (г/л): глюкоза – 21,0; мясо-
пептонный бульон – 20,0; дрожжевой экстракт – 5,0; 
пептон – 2,0; ацетат натрия – 4,0; сульфат аммония – 
2,0; фосфат калия – 1,5; сульфат магния – 0,1; сульфат 
марганца – 0,05; pH среды – 7,0 [12]. Бактериальную 
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суспензию клеток бациллы смешивали в равных объ-
емах с суспензией клеток одной из молочнокислых 
бактерий до конечной концентрации каждого штамма 
1,0×108 КОЕ/мл. Полученную суспензию смешанной 
культуры разбавляли в соотношении 1:100 свежим 
MRS бульоном. Бактерии выращивали в течение 8 ч в 
термошейкере при (37±1) °C и интенсивности качания 
150 об/мин. После этого отбирали 0,1 мл культураль-
ной жидкости, готовили ряд разведений и высевали на 
среды MRS (для молочнокислых бактерий) и LB (для 
бациллы) агар для подсчета количества вегетативных 
клеток (КОЕ/мл) [19]. 

Устойчивость бактериальных ассоциаций к рН и 
имитацию их транзита через желудочно-кишечный 
тракт сельскохозяйственной птицы оценивали in 
vitro методом, изложенным в других работах [8, 13]. 
Для этого бактериальные клетки суспензий, полу-
ченных при совместном культивировании штаммов, 
последовательно выдерживали при рН 5,0 в течение 
60 мин (соответствует зобу), рН 3,0 в течение 90 мин 
(соответствует желудку) и рН 7,0 в течение 150мин 
(соответствует кишечнику) при (40±1) °C. Корректи-
ровку рН суспензий клеток смешанных культур до 
необходимых значений осуществляли 1,0 M HCl или 
1 M NaOH. На каждом этапе проводили отбор аликвот 
суспензий клеток по 0,1 мл для определения КОЕ/мл 
путем десятикратных разведений (чашечный способ). 
Инкубацию посевов осуществляли при 37 °C в течение 
48  ч. Для подсчета числа 
жизнеспособных клеток 
бактерий использовали 
ранее упомянутые среды 
MRS и LB агар. Контролем 
служили моновидовые культуры бактерий.

Устойчивость бактериальных ассоциаций к желчи 
оценивали in vitro методом, изложенным в других ра-
ботах [8, 13]. Для эксперимента использовали желчь 
цыплят-бройлеров, которую стерилизовали с исполь-
зованием мембранного фильтра Millex (диаметр пор 
0,22 мкм, Millipore, Германия). Для этого бактериаль-
ные суспензии, полученные при совместном культи-
вировании штаммов, последовательно выдерживали 
в присутствии 0,5 % или 1,0 % желчи при 37 °С в те-
чение 6 ч. После этого отбирали аликвоты суспензий 
клеток (0,1 мл) для определения КОЕ/мл чашечным 
способом. Инкубацию посевов проводили при 37 °C 
в течение 48 ч. Для подсчета числа жизнеспособных 
клеток бактерий исполь-
зовали среды MRS и LB 
агар. Контролем служили 
моновидовые культуры 
бактерий.

Формирование биопле-
нок бактериальных ассоци-
аций идентифицировали 
методом их инкубации в 
96-луночных круглодонных 
планшетах с кристалли-
ческим фиолетовым [21, 
22]. После завершения 
инкубации из лунок план-
шета удаляли культураль-
ную жидкость, вносили 
125 мкл 0,1 %-ного раство-
ра генциан фиолетового 
и выдерживали в течение 
20 мин при комнатной тем-

пературе.  Удаление красителя осуществляли путем 
5-кратного промывания планшетов дистиллирован-
ной водой. В качестве растворителя генциан фиоле-
тового использовали диметилсульфоксид (ДМСО). 
После его внесения в лунки планшета ДМСО в объеме 
150 мкл, отбирали 125 мкл раствора с растворителем 
и помещали в чистые плоскодонные планшеты. Из-
мерение оптической плотности раствора проводили 
при длине волны 570 нм. Для оценки эффективности 
биопленкообразования рассчитывали индекс форми-
рования биопленки (ИФБ) согласно [23].

Статистический анализ результатов проводили 
с использованием критерия Стьюдента с поправкой 
Бонферрони и однофакторного дисперсионного 
анализа после предварительной оценки выборки 
на нормальность распределения с использованием 
критерия Шапиро-Уилка. Обработку данных прово-
дили в программах «Statistica 10» и «Microsoft Excel». 
Различия считали статистически достоверными при 
95 %-ной доверительной вероятности (p≤0,05).

Результаты и обсуждение. Формирование бак-
териальной ассоциации – один из ключевых этапов, 
определяющий эффективность разрабатываемого 
поливидового/полиштаммового пробиотика [12]. 
Анализ биосовместимости бактериальных культур 
показал, что они не проявляют антагонизма и могут 
быть использованы для формирования эффективной 
ассоциации и дальнейших исследований (табл. 1).

Определение устойчивости штаммов исследуемых 
ассоциаций при инкубации в среде со значениями рН, 
приближенными к условиям различных отделов пище-
варительного тракта птицы, показало способность их 
бактериальных клеток сохранять жизнеспособность 
(рис. 1 и 2). При совместном выдерживании иссле-
дуемых штаммов в среде с рН 5,0 (зоб) в течение 1 ч 
количество их жизнеспособных клеток оставалось 
на уровне контроля (числа бактерий в начале экспе-
римента). Инкубация штамма B. subtilis в среде с pH 
3,0 (желудок) в течение 1,5  ч в составе ассоциации 
№ 1 снижала (р<0,05) число его клеток на 27,3  %, 
ассоциации № 2 – на 30,7  %, ассоциации № 3 – на 
31,5 %, ассоциации № 4 – с 48,7 %, по сравнению с 

Таблица 1. Анализ биосовместимости бактериальных культур* 
L. plantarum L. acidophilus L. rhamnosus P. acidilactici

B. subtilis 3 3 3 2

*1 тип – антагонизм, 2 тип – нейтралитет, 3 тип – синергизм.

  а) б) 

Рис. 1. Устойчивость бактериальных ассоциаций № 1 (а) и № 2 (б) в среде, значения рН 
которой аналогичны условиям в различных отделах пищеварительного тракта сельскохозяй-
ственных птиц (в вариантах с рН 5,0 различия между количеством жизнеспособных клеток L. 
acidophilus, L. plantarum, B. subtilis в монокультуре и в смешанной культуре статистически не 
значимы при p=0,05), %: а) 

  а) б) 

 – L.a., 

  а) б) 

 – B.s., 

  а) б) 

 – L.a.+ B.s., 

  а) б) 

 – B.s.+L.a.; б) 

  а) б) 

 – L.p., 

  а) б) 

 – B.s., 

  а) б) 

 – L.p.+ B.s., 

  а) б) 

 – B.s.+L.p. 
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контролем. Совместное нахождение L. acidophilus, 
L. plantarum, L. rhamnosus или P. acidilactici в присут-
ствии штамма B. subtilis в аналогичных условиях (pH 
3,0, 1,5 ч) приводило к уменьшению численности их 
клеток, по сравнению с контролем, соответственно 
на 10,8 (р<0,05), 16,4 (р<0,05), 1,2 (р>0,05) и 46,4 
(р<0,05) %. После совместного инкубирования клеток 
штамма B. subtilis с L. acidophilus, L. plantarum, 
L. rhamnosus или P. acidilactici при рН 7,0 (кишечник) 
в течение 2,5 ч наблюдали несущественное снижение 
(р<0,05) их количества до соответственно 71,4, 68,2, 
65,2 и 60,8 % от контроля. Выживаемость в аналогич-
ных условиях штаммов L. acidophilus, L. plantarum, 
L. rhamnosus или P. acidilactici в присутствии B. subtilis 
составила 87,9, 82,5, 97,9 и 52,9  % соответственно 
относительно контроля.  

Инкубирование исследуемых микробных ассоци-
аций на основе штаммов молочнокислых и спороо-
бразующих бактерий в жидкой модифицированной 
среде MRS, содержащей 0,5 и 1,0 % желчь цыплят-
бройлеров, в течение 6 ч показало их устойчивость 
к желчи (рис. 3 и 4). В среде с 0,5 % желчи ингиби-
рование (р<0,05) роста клеток L. acidophilus, L. plan-
tarum или L. rhamnosus при совместной инкубации 
со штаммом B. subtilis составило соответственно 
45,5, 63,9 и 10,3 %, в присутствии 1 % желчи – 75,1, 
78,2 и 32,0 % относительно контроля. В результате 
совместного выдержива-
ния бациллы с указанными 
молочнокислыми бактери-
ями в среде, содержащей 
0,5  % желчь, количество 
ее жизнеспособных кле-
ток снижалось (р<0,05) в 
среднем до 92…94 %, в 
среде с 1  % желчью – до 
46…49  % относительно 
контроля. Сравнительно 
высокая устойчивость к 
0,5 и 1 % желчи обнару-
жена для штамма P. aci-
dactici :  количество его 
клеток в смешанной куль-
туре в среднем достигало 
100…101 % от контроля. 

М о н о к у л ь т у р ы 
L. acidophilus, L. plantarum, 
L.  rhamnosus и B.  subtilis 
также, как и ассоциации 
на их основе, обладали 
устойчивостью к широкому 
диапазону рН среды (см. 
рис. 1 и 2) и различным кон-
центрациям желчи (см. рис. 
3 и 4) цыплят-бройлеров. 
Их выживаемость при по-
следовательной инкубации 
в среде с рН 3,0, 5,0 и 7,0 
находилась в среднем на 
уровне 60…89  %, при ис-
пользовании 1,0  % желчи 
– 17…64  %. Монокультура 
P. acidilactici характеризо-
валась наименьшей устой-
чивостью к рН среды 3,0 
(выживаемость составила 
51,3  %) и наибольшей – к 

1,0 % желчи (выживаемость – 99,2 %). В используе-
мых в нашем исследовании условиях выживаемость 
клеток монокультуры P. acidilactici и ее бактериальной 
ассоциации (№ 4) находилась практически на од-
ном уровне. Например, после выдерживания клеток 
монокультуры P. acidilactici в среде со значениями 
рН, приближенными к условиям различных отделов 
пищеварительного тракта птицы, ее выживаемость 
составила 50,4 %, а в ассоциации – 52,9 %. 

Анализ литературных данных свидетельствует о 
том,  что штаммы L.  ac idophi lus,  L.  p lantarum, 
L. rhamnosus, P. acidilactici или B. subtilis суще-
ственно различаются по проявлению устойчивости 
к стрессовым факторам [12, 17, 18]. Так, выживае-
мость штамма L. rhamnsous CA15 (DSM 33960) после 
его выдерживания в среде с низким значением рН 
(3,0) в течение 120 и 240 мин составляла соответ-
ственно 92,0 и 86,0 % относительно контроля [24]. 
Показана способность этого штамма лактобактерий 
проявлять более высокую устойчивость к различным 
концентрациям желчи (при использовании 0,5 и 1,0 % 
желчи в течение 120 и 240 мин выживаемость – 91,0 
и 89,0 % соответственно) [24] в отличие от штамма 
L. acidophilus TISTR1338, выживаемость которого 
после 60  мин воздействия 0,5 и 1,0  % соли желчи 
составляла соответственно 79,7 и 42,5 %, по срав-
нению с контролем [25]. 

  а) б) 

Рис. 3. Устойчивость бактериальных ассоциаций № 1 (а) и 2 (б) к желчи цыплят-бройле-
ров (в вариантах с 0,5 и 1,0 % желчи различия между количеством бактериальных клеток B. 
subtilis в монокультуре и в смешанных культурах статистически не значимы при p=0,05), %: 
а) 

  а) б) 

 – L.a., 

  а) б) 

 – B.s., 

  а) б) 

 – L.a.+ B.s., 

  а) б) 

 – B.s.+L.a.; б) 

  а) б) 

 – L.p., 

  а) б) 

 – B.s., 

  а) б) 

 – L.p.+ B.s., 

  а) б) 

 – B.s.+L.p. 

  а) б) 

Рис. 2. Устойчивость бактериальных штаммов ассоциаций № 3 (а) и 4 (б) в среде, значе-
ния рН которой аналогичны условиям в различных отделах пищеварительного тракта сель-
скохозяйственных птиц (в варианте с рН 5,0 статистически не значимы при p=0,05 различия 
между количеством жизнеспособных клеток L. rhamnosus, P. acidilactici, B. subtilis в моно-
культуре и в смешанной культуре; с рН 3,0 и 7,0 – между содержанием жизнеспособных 
клеток B. subtilis), %: а) 

  а) б) 

 – L.r., 

  а) б) 

 – B.s., 

  а) б) 

 – L.r.+ B.s., 

  а) б) 

 – B.s.+L.r.; б) 

  а) б) 

 – P.a., 

  а) б) 

 – B.s., 

  а) б) 

 – 
P.a.+B.s., 

  а) б) 

 – B.s.+ P.a.
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Содержание желчи 1,0  %, использованное в ра-
боте для определения устойчивости исследуемых 
бактерий и их ассоциаций, было существенно выше, 
чем установлено при оценке выживаемости штаммов 
микроорганизмов – потенциальных кандидатов в про-
биотики. Чаще ее проводят на средах с содержанием 
солей желчи 0,1…0,5 % [8, 13].

Полученные результаты согласуются с данными 
зарубежных авторов, которые показали, что в усло-
виях in vitro, имитирующих процесс пищеварения в 
желудке и кишечнике у млекопитающих, штаммы 
Bacillus subtilis в составе ассоциаций с молочно-
кислыми микроорганизмами способны повышать 
выживаемость последних [19, 20]. В наших ис-
следованиях для ассоциаций № 1, 2 и 3 отмечено 
увеличение устойчивости к различным значениям 
pH, характерным для отделов пищеварительного 
тракта птицы (см. рис. 1 и 2), и концентрациям желчи 
цыплят-бройлеров (см. рис. 3 и 4), по сравнению с 
соответствующими монокультурами. Наибольшее 
повышение степени устойчивости к указанным 
стресс-факторам показала ассоциация микро-
организмов на основе L.  acidophilus и B.  subtilis. 
Так, при использовании рН 3,0 выживаемость этих 
микроорганизмов в составе ассоциации была со-
ответственно в 1,23 и 1,14 раза выше, в сравнении 
с величинами аналогичных показателей у моно-
культур. 

Ассоциации № 1, 2 и 3 характеризовались повы-
шенным уровнем образования биопленок, по сравне-
нию с монокультурами (табл. 2). ИФБ для ассоциации 
№ 1, которая отличалась наибольшей способностью 
формировать биопленку, был равен 1,06±0,03, а для 
монокультур L. acidophilus и B. subtilis – 0,85 ± 0,02 и 
0,94±0,02 соответственно. При этом ассоциация № 
4 образовывала биопленку на том же уровне, что и 
монокультура B. subtilis.

Повышенная устойчи-
вость ассоциаций № 1, 2 и 
3 к различным значениям 
pH и концентрациям жел-
чи, по сравнению с моно-
культурами, по-видимому, 
в основном обусловлена 
способностью входящего в 
их состав штамма B. subtilis 
в  м о д и ф и ц и р о в а н н о й 
среде MRS формировать 
биопленку. В работе за-
рубежных исследователей 
показано, что в процессе 
совместного выращивания 
B. subtilis с молочнокислы-
ми бактериями в схожей 
по составу питательной 

среде при 37 °C в течение 8 ч происходит образование 
биопленок бациллой [19]. Кроме того, известно, что 
полимерный матрикс бацилл, на который приходит-
ся более 90 % сухой массы их биопленок, способен 
участвовать в защите от агрессивного воздействия 
на бактериальную клетку других отличных от иссле-
дованных в нашем исследовании стресс-факторов 
среды [20, 22]. Образуемый B. subtilis матрикс состоит 
из поверхностно-активных соединений, нуклеиновых 
кислот, белков, липидов и, главным образом, экзопо-
лисахаридов (EPS), за синтез которых ответственны 
гены, входящие в epsA-O оперон (eps) [26, 27].

Способность штамма B. subtilis формировать био-
пленку открывает перспективы для использования 
внеклеточного полимерного матрикса бациллы в 
качестве средства доставки жизнеспособных клеток 
молочнокислых бактерий с пробиотическими свой-
ствами к органу-мишени для обеспечения наиболее 
эффективного лечебного эффекта.

Выводы. Бактериальные ассоциации микро-
организмов на основе L.  acidophilus и B.  subtilis, 
L.  plantarum и B.  subtilis, L.  rhamnosus и B.  subtilis, 
P.  acidactici и B.  subtilis обладали устойчивостью к 
желчи (0,5…1,0  %) цыплят-бройлеров и широкому 
диапазону рН (3,0…7,0), характерному для различных 
отделов пищеварительного тракта птицы. После со-
вместного выдерживания клеток спорообразующей 
бактерии с представителями Lactobacillaceae при 
указанных значениях рН их количество в среднем 
составляло 61…71  %, а молочнокислых бактерий 
в присутствии бациллы – 53…98  % по сравнению с 
контролем. В среде с 1,0 % желчи цыплят-бройлеров 
выживаемость лактобактерий при совместной их ин-
кубации со штаммом B. subtilis находилась в среднем 
на уровне 22…47 %, бациллы в составе ассоциации 
– 46…49 % относительно контроля. 
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Таблица 2. Способность бактериальных штам-
мов ассоциаций формировать смешанные био-
пленки

Монокультура/смешанная культура ИФБ
L. acidophilus 0,85 ± 0,02
L. plantarum 0,81 ± 0,01
L. rhamnosus 0,90 ± 0,02
P. acidilactici 0,72 ± 0,01
B. subtilis 0,94 ± 0,02
L. acidophilus + B. subtilis (ассоциация № 1) 1,06 ± 0,03
L. plantarum+ B. subtilis (ассоциация № 2) 1,00 ± 0,02
L. rhamnosus+ B. subtilis (ассоциация № 3) 1,04 ± 0,02
P. acidilactici+ B. subtilis (ассоциация № 4) 0,96 ± 0,02

  а) б) 
Рис. 4. Устойчивость бактериальных клеток штаммов ассоциаций № 3 (а) и 4 (б) в среде 

с желчью цыплят-бройлеров (в вариантах с 0,5 и 1,0 % желчи различия между количеством 
бактериальных клеток L. rhamnosus, P. acidilactici и B. subtilis в монокультуре и в составе ас-
социаций статистически не значимы при p=0,05), %: а) 

  а) б) 

 – L.r., 

  а) б) 

 – B.s., 

  а) б) 

 – L.r.+ B.s., 

  а) б) 

 – 
B.s.+L.r.; б) 

  а) б) 

 – P.a., 

  а) б) 

 – B.s., 

  а) б) 

 – P.a.+B.s., 

  а) б) 

 – B.s.+ P.a.
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