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Резюме. Исследования проводили с целью характеристики штамма Limosilactobacillus spp. RI-54, изолированного из 
слепых отростков кишечника бройлера, как основы добавки с пробиотическими свойствами для птицеводства. In vitro ис-
следования проводили методами диффузии в агар и спектрофотометрии (37,0 °C, n=3), ПЦР и культуры клеток (линия  
HT-29), in vivo – биотестированием на беспородных мышах (n=12). Установлено расхождение результатов идентификации 
исследуемой бактерии: согласно биохимическому профилю по API 50 CH штамм отнесен к L. fermentum, по анализу гена  
16S рРНК – к L. reuteri. Штамм характеризовался относительно высоким антимикробным потенциалом против тест-культур  
S. aureus, S. typhimurium и P. mirabilis, зоны подавления их роста составили соответственно 18,09±0,40, 16,24±0,36 и 15,41 
±0,38 мм. На 24 ч роста бактериального штамма в супернатанте его культуральной жидкости активность фитазы составляла 
4,58±0,07 ед./мл, протеазы – 5,63±0,14 ед./мл, амилазы – 0,09±0,002 ед./мл. Ксиланазная и целлюлазная активности не вы-
явлены. После инкубации клеток изучаемой лимосилактобациллы в средах с пепсином (рН 2,5, 1,5 ч) и желчью (pH 7,0, 6 ч) 
их содержание составляло 36,88±3,55 %, с энтероцитами кишечника (37,0 °С, 2 ч) – 24,07±3,82 % от начального количе-
ства. ДФПГ (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил) и АБТС (2,2'-азинобис (3-этилбензотиазолин-6-сульфонат)-тесты показали 
выраженную активность супернатанта культуральной жидкости в ингибировании свободных радикалов – соответственно 
94,03±3,50 и 56,18±2,79 %, что превышало активность интактных клеток и бесклеточного экстракта лимосилактобациллы в 
2,2…5,5 раза. Исследуемый штамм проявлял значительную устойчивость к доксициклину, тетрациклину и ципрофлоксаци-
ну, промежуточную устойчивость к азитромицину и канамицину. Анализ вирулентности, токсичности и токсигенности лимо-
силактобациллы на мышах показал, что микроорганизм не обладает признаками патогенности и безопасен для животных. 
Полученные результаты свидетельствуют о пригодности штамма RI-54 для создания добавки, направленной на повышение 
продуктивности и сохранности поголовья в птицеводстве.
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Abstract. The study was conducted to characterise the Limosilactobacillus spp. RI-54 strain, isolated from broiler ceca, as the basis 
for a probiotic supplement for poultry farming. In vitro studies were conducted using agar diffusion and spectrophotometry (37.0 de-
grees, n=3), PCR, and cell culture (HT-29 line). In vivo studies were conducted using biotesting on outbred mice (n=12). Discrepancies 
were found in the identification results for the studied bacteria: according to the biochemical profile according to API 50 CH, the strain 
was classified as L. fermentum, while analysis of the 16S rRNA gene identified it as L. reuteri. The strain was characterised by a rela-
tively high antimicrobial potential against test cultures of S. aureus, S. typhimurium and P. mirabilis, the zones of their growth inhibition 
were 18.09±0.40, 16.24±0.36 and 15.41±0.38 mm, respectively. After 24 hours of growth of the bacterial strain, the phytase activity in 
the supernatant of its culture fluid was 4.58±0.07 U/ml, protease – 5.63±0.14 U/ml, amylase – 0.09±0.002 U/ml. Xylanase and cellu-
lase activities were not detected. After incubation of the cells of the studied limosilactobacillus in media with pepsin (pH 2.5, 1.5 h) and 
bile (pH 7.0, 6 h), their content was 36.88±3.55%, with intestinal enterocytes (37.0 degrees, 2 h) – 24.07±3.82% of the initial amount. 
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS (2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) tests showed a pronounced ac-
tivity of the culture fluid supernatant in inhibiting free radicals – 94.03 ± 3.50 and 56.18 ± 2.79%, respectively, which exceeded the 
activity of intact cells and cell-free extract of Limosilactobacillus by 2.2-5.5 times. The studied strain showed significant resistance to 
doxycycline, tetracycline and ciprofloxacin, intermediate resistance to azithromycin and kanamycin. Analysis of virulence, toxicity and 
toxigenicity of Limosilactobacillus in mice showed that the microorganism does not have signs of pathogenicity and is safe for animals. 
The obtained results indicate the suitability of the RI-54 strain for the creation of an additive aimed at increasing the productivity and 
survival of poultry.
Keywords: Limosilactobacillus; characteristics; antimicrobial and antiradical potential; enzymes; survival; adhesion; antibiotic resis-
tance; safety; additive; probiotic; poultry.
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Интенсивное и нерациональное применение анти-
биотических препаратов в отрасли птицеводства 
в качестве кормовых добавок и средств лечения 

различных инфекций привело к появлению высокоре-
зистентных к применяемым антибиотикам патогенных 
бактерий, или супербактерий, что стало угрозой про-
довольственной безопасности и глобальной пробле-
мой человечества [1]. В 2006 г. в государствах-членах 
Европейского союза использование антибиотиков в 
качестве стимуляторов набора живого веса животных 
было запрещено [2]. Экспертной комиссией подраз-
деления Управления по контролю за качеством про-
дуктов и различными лекарствами США (FDA) в 2012 г. 
подготовлено руководство, согласно которому реко-
мендуется применение антимикробных препаратов 
исключительно для лечения вспышек инфекций сель-
скохозяйственных животных [3]. В 2016 г. эксперты Ге-
неральной Ассамблеи ООН признали использование 
антибиотиков в животноводстве, включая птицевод-
ство, основной причиной устойчивости бактерий к про-
тивомикробным средствам у людей [4]. В последние 
десятилетия в нашей стране в птицеводческих пред-
приятиях антибиотические препараты широко приме-
няли в целях массовой профилактики различных забо-
леваний и стимуляции прироста живой массы птицы, 
тем не менее, с 1 марта 2025 г. государством введено 
требование об рациональном использовании антибио-
тиков, в частности на их внесение в корма без назначе-
ния рецепта практикующего ветеринарного специали-
ста (приказ Минсельхоза России № 776).

Антибиотикотерапия весьма часто приводит к из-
менению структуры кишечной микробиоты, вызывая 
дисбиотические состояния, и вследствие этого мета-
болические и физиологические нарушения организма 
хозяина [5]. Как правило, изменение численности и 
видового разнообразия микробиоты у птицы опосре-
дованно с атрофией ворсинок, уменьшением мышеч-
ной массы и увеличением процесса инфильтрации 
Т-клеток в слизистой оболочке кишечника [4].

В связи со стремительным ростом антибиотико-
резистентности и необходимостью минимизации или 
полного исключения применения антибиотических 
препаратов в современном птицеводстве особую ак-
туальность приобретает использование пробиотиков 
[6], которые представляют собой живые идентифици-
рованные бактерии и дрожжи, клеточные компоненты 
и метаболиты которых способны демонстрировать 
положительный эффект на барьерную функцию ки-
шечника и иммунитет организма хозяина [7].

Особое значение среди пробиотических микроорга-
низмов имеют молочнокислые бактерии. Они занима-
ют доминирующее положение в составе естественной 
микробиоты здоровой сельскохозяйственной птицы [2]. 
Высокая устойчивость некоторых представителей этой 
группы бактерии к агрессивным условиям pH и желчи, 
обеспечивает их выживаемость при прохождении че-
рез пищеварительный тракт животного и последующую 
эффективную колонизацию его кишечника [8]. Это, не-
сомненно, делает их перспективной альтернативой кор-
мовым антибиотикам.

К наиболее широко исследованным и применяемым 
в промышленном животноводстве, включая птицевод-
ство, микроорганизмам с пробиотическими свойствами 

в группе молочнокислых бактерий относят представи-
телей рода Lactobacillus [8]. Эксперты Всемирной орга-
низации здравоохранения (ВОЗ), FDA и Организации по 
продовольствию и сельскому хозяйству ООН (FAO) при-
знают штаммы лактобацилл и пробиотики на их основе 
безопасными и включают последних в международный 
статус GRAS (Generally Regarded As Safe) [9]. Тем не ме-
нее, вследствие существующих определенных рисков и 
потенциальных побочных явлений, которые могут воз-
никнуть при использовании препаратов, содержащих 
лактобациллы, их безопасность служит предметом по-
стоянных дискуссий и исследований.

В последние годы повышенный интерес в про-
мышленном птицеводстве вызывают молочнокислые 
микроорганизмы вида Limosilactobacillus reuteri, один 
из уникальных бактерий семейства Lactobacillaceae, 
обладающих выраженным функционально-метаболи-
ческим потенциалом и различными механизмами дей-
ствия [10]. В связи с тем, что пробиотический потенци-
ал молочнокислых бактерий характеризуется штамм-
специфичностью, оценка свойств индивидуального 
штамма с целью применения последнего качестве кор-
мовой добавки для птицы приобретает актуальность.

Принимая во внимание широкое использование 
препаратов на основе L. reuteri [9], следует считать, 
что их эффективность может быть ограничена низкой 
адаптивностью к конкретным условиям содержания 
и рациону промышленного поголовья птицы. Хотя 
большая часть существующих к настоящему време-
ни штаммов указанного вида отобраны по критерию 
выживаемости in vitro, однако их эффективность была 
неоднозначна, а именно, они нередко характеризуют-
ся недостаточной адгезией, при этом их метаболит-
ный профиль изучен не до конца [10]. 

В настоящем исследовании показано, что штамм 
Limosilactobacillus spp. RI-54, изолированный непо-
средственно из слепых отростков кишечника брой-
лера (а не из среды или других видов животных), об-
ладает повышенным адаптационным потенциалом и 
специфическим набором ферментативных активно-
стей. Кроме того, указанная бактерия сочетает в себе 
не только антибиотикоустойчивость и антагонизм к 
патогенам, но и выраженную фитазную и антиокси-
дантную активность, что крайне редко встречается у 
родственных штаммов в комплексе.

Исследование восполняет пробел в данных о воз-
можности создания таргетных пробиотиков, способных 
подавлять инфекцию (Salmonella spp., E. coli) и активно 
участвовать в деградации антипитательных факторов 
корма (фитатов), повышая биодоступность фосфора без 
введения дополнительных ферментных препаратов.

Цель исследования – характеристика штамма Li-
mosilactobacillus spp. RI-54 как основы добавки с про-
биотическими свойствами для птицеводства.

Условия, материалы и методы. В работе приме-
няли штамм молочнокислой бактерии Limosilactobacillus 
spp. RI-54, изолированный из слепых отростков кишеч-
ника бройлера и находящийся в ведении фонда Коллек-
ции микроорганизмов Всероссийского научно-иссле-
довательского института фитопатологии (Московская 
область, Россия). Тест-объектами при определении 
антимикробных свойств исследуемой лимосилактоба-
циллы служили грамположительный (Staphylococcus 
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aureus) и грамотрицательные (Escherichia coli, Salmo-
nella enteritidis, Salmonella typhimurium, Pseudomonas 
aeruginosa, Proteus mirabilis) бактерии, выделенные 
нами ранее [11] из биоматериалов погибших сельско-
хозяйственных птиц (цыплят-бройлеров и кур-несушек) 
с клиническими проявлениями кишечных инфекций, 
оценке in vitro адгезивных свойств – клеточная линия 
HT-29 (Cell Lines Service GmbH, Германия), анализе без-
опасности в тестах in vivo – беспородные белые мыши 
(7 недель, обоего пола, n=12 в каждом тесте). 

Антимикробную активность исследуемой молочно-
кислой бактерии в отношении условно-патогенных и 
патогенных микроорганизмов устанавливали способом 
диффузии в агар [10]. Для этого первоначально бактери-
альный штамм культивировали анаэробно в MRS-бульоне 
(HiMedia Laboratories, Индия) при температуре 37±1 °C в 
течение суток. Затем супернатант культуральной жид-
кости (СКЖ) лимосилактобациллы отбирали с помощью 
центрифугирования при 8 тыс. g и 4±1 °C в течение 5 мин. 
и фильтровали мембранными фильтрами Millex, имею-
щих размер пор 0,22 мкм (Merck Millipore, США). В слое 
LB-агара (HopeBio, Китай), содержащего тест-объекты, 
стерильно формировали лунки диаметром 6,0 мм, в по-
следние вносили 100 мкл аликвоты СКЖ штамма и инку-
бацию осуществляли аэробно при вышеуказанных усло-
виях (37±1 °C, 24 ч). О степени антимикробной потенциала 
оценивали по зоне задержки роста условно-патогенных и 
патогенных микроорганизмов (мм) вокруг лунок с мета-
болитами исследуемой бактерии.

Для идентификации лимосилактобациллы оцени-
вали ее физиолого-биохимические и молекулярно-
генетические характеристики: изучали способность 
расти при различных температурах, выделять газ из 
глюкозы, продуцировать молочную кислоту и каталазу 
[8], а также анализировали вариабельный фрагмент 
гена 16S рРНК [12].

Установление способности исследуемой молочно-
кислой бактерии к росту при различных температурах 
проводили выращиванием штамма в анаэробных усло-
виях на среде MRS-агар (HiMedia Laboratories, Индия) 
при 15±1 и 45±1 °С в течение 24 ч [13]. Положительным 
результат считали в случае формирования на агаризо-
ванной среде колоний исследуемой бактерии.

Для оценки способности лимосилактобациллы вы-
делять газ из глюкозы бактериальную суспензию с 
титром клеток 1,0±0,19 × 107 КОЕ/мл инокулировали в 
MRS-бульон, содержащий 0,003 %-ный раствор инди-
катора бромкрезолового пурпурного, и инкубировали 
в пробирках с перевёрнутыми трубками Дарема при 
37±1 °C в течение суток [14]. Положительным резуль-
тат считали в случае изменения цвета среды на жел-
тый и появления пузырьков газа в трубках Дарема.

Для выявления способности исследуемой молоч-
нокислой бактерии к продукции молочной кислоты к 
2,0 мл 0,2 %-ного раствора хлорида железа (III) вно-
сили 50 мкл аликвоты СКЖ штамма, полученной вы-
шеуказанным способом, и тщательно перемешивали 
[15]. Положительным результат считали в случае из-
менения цвета СКЖ в желто-зеленый цвет, указывая 
на образование лактата железа.

Способность лимосилактобациллы к продукции 
фермента каталазы определяли культивированием 
бактерии на MRS-агаре с тетраметилбензидином и 
пероксидазой хрена в концентрациях соответственно 
25,0 и 0,01 мг/л [16]. Положительным результат счи-
тали в случае формирования на среде бактериальной 
колонии голубого или синего цвета.

Биохимическую идентификацию исследуемой мо-
лочнокислой бактерии осуществляли, применяя стан-
дартизованную тест-систему API 50 CH (BioMerieux, 
Франция) [17]. Для этого бактериальную суспензию, 
приготовленную с помощью жидкой среды API 50 
(стандарт мутности 2,0 по McFarland), вносили в лун-
ки стрипов коммерческой тест-системы и инкубацию 
последних вели при 37±1 °С. Полученные результа-
ты учитывали через 48 ч. Видовую принадлежность 
лимосилактобациллы устанавливали веб-сервером 
«APIWEB» (https://apiweb.biomerieux.com). 

Для подтверждения биохимической идентификации 
лимосилактобациллы проводили анализ ее нуклеотид-
ной последовательности вариабельного фрагмента 
гена 16S рРНК [13]. Бактериальную культуру высевали 
на MRS-бульон и инкубировали анаэробно при 37±1 
°C в течение суток. Клетки лимосилактобациллы полу-
чали путем их осаждения из культуральной жидкости 
штамма центрифугированием при 10 тыс. g в течение 8 
мин. Геномную ДНК лимосилактобациллы выделяли из 
бактериальных клеток, применяя коммерческий набор 
DNeasy Mini Kit (Qiagen, США) согласно протоколу ком-
пании-производителя. ПЦР-амплификацию вариабель-
ного фрагмента гена 16S рРНК осуществляли набором 
с Taq ДНК-полимеразой (Евроген, Россия), комбина-
цией прямого (5'-AGGTAACGGCTTACCAAGGC-3') и об-
ратного (5'-CCACCGCTACACATGGAGTT-3') праймеров 
в объеме 50 мкл по следующему режиму: 1 цикл: 94 °С  
– 5 мин. (стартовая денатурация); 35 циклов: 95 °С  
– 30 сек. (денатурация), 56 °С – 30 сек (отжиг), 72 °С  
– 30 сек. (элонгация); 1 цикл: 72 °С – 7 мин. (финальная 
элонгация) [12]. Для установления успешности ампли-
фикации (контроль чистоты, размер полученного про-
дукта) проводили электрофорез в 2,0 %-ном агарозном 
геле. Продукт, успешно амплифицированный в реакции 
(около 460 п.н.) выделяли из агарозного геля, используя 
набор QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, США) по про-
токолу зарубежного производителя, и секвенировали в 
лаборатории ЗАО «Евроген» (Россия) с использованием 
системы анализа нуклеотидных последовательностей 
«ABIPRISM 3100» (AppliedBiosystems, США). Полученные 
секвенированные последовательности вариабельного 
фрагмента гена 16S рРНК загружали в GenBank (National 
Center for Biotechnological Information, NCBI, США) и 
сравнивали с таковыми программой Nucleotide BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Для выявления наличия активности экзоферментов 
(фитазы, протеазы, амилазы, ксиланазы и целлюлазы) 
в СКЖ исследуемой молочнокислой бактерии послед-
нюю растили при 37±1 °C в течение 24 ч в жидкой моди-
фицированной среде MRS, содержащей соответствую-
щий субстрат как единственный источник углерода [8]. 
В качестве субстрата для индукции фитазы применяли 
натриевую соль фитиновой кислоты (Himedia, Индия) в 
концентрации 0,2 %, протеазы, амилазы, ксиланазы и 
целлюлазы – соответственно казеин (CDH, Индия), крах-
мал (Sigma-Aldrich, США), ксилан (Sigma-Aldrich, США) и 
карбоксиметилцеллюлозу (Solarbio, Китай) в концентра-
циях 1,0 %. СКЖ бактериального штамма получали вы-
шеуказанным способом (центрифугирование при 8 тыс. 
g и 4±1 °C в течение 5 мин с последующим фильтровани-
ем с использованием мембран Millex).

Активность фитазы лимосилактобациллы выявля-
ли колориметрическим методом, который основан на 
скорости формирования свободного неорганическо-
го фосфата при расщеплении ферментом субстрата 
натриевой соли фитиновой кислоты [18]. Для этого 
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первоначально готовили реакционную смесь: к 0,12 мл 
аликвоты СКЖ вносили 0,48 мл 0,1 М ацетатного буфера 
(pH 5,0), содержащего 0,2 % фитат натрия. Полученную 
смесь инкубировали при 37±1 °C в течение 30 мин. За-
тем реакцию останавливали и окрашивали внесением 
в смесь соответственно 0,60 мл 10,0 % раствора трих-
лоруксусной кислоты (стоп-реагент) и аналогичного 
количества аммоний-молибденового раствора (окра-
шивающий реагент), свежеприготовленного из четырех 
объемов 1,5 % молибдата аммония в 5,5 % серной кис-
лоте и одного объема 2,7 % сульфата железа. Светопо-
глощение измеряли при 630 нм. Концентрацию фосфора 
устанавливали согласно калибровочному графику, полу-
ченному с использованием KH

2
PO

4
 (0,0…0,2 г/л) в каче-

стве источника неорганического фосфата. За 1 единицу 
активности принимали количество фермента, которое 
необходимо для формирования 1 мкмоль неорганиче-
ского фосфата в минуту в условиях анализа.

Активность протеазы исследуемой молочнокис-
лой бактерии выявляли колориметрическим методом, 
который основан на определении количества ами-
нокислоты тирозина, образующегося при гидроли-
зе ферментом субстрата казеина, связыванием его 
в окрашенный комплекс с реактивом Фолина [19]. 
Реакционная смесь включала 0,5 мл аликвоты СКЖ 
и аналогичное количество (по объему) 2,0 % раство-
ра казеина, который готовили в 0,1 М универсаль-
ном буфере (рН 7,2), содержащего уксусную, орто-
фосфорную и борную кислоты с концентрациями 0,1 
М/л в равных соотношениях. Полученную смесь вы-
держивали при 40±1 °C в течение 10 мин. и реакцию 
останавливали путем внесения 1,0 мл 5 % раствора 
трихлоруксусной кислоты. После фильтрации сме-
си отбирали 1,0 мл фильтрата, к последней вносили  
5,0 мл 0,5 М раствора углекислого натрия и 1,0 мл ре-
актива Фолина, приготовленного по ГОСТ 34430-2018 
и разбавленного дистиллированной водой в соотно-
шении 1:2. Инкубацию смеси осуществляли темпера-
туре при 40±1 °C в течение 20 мин. Светопоглощение 
измеряли при 680 нм. За 1 единицу активности при-
нимали количество фермента, которое необходимо 
для превращения за 1 мин. при 40±1 °C субстрата в 
неосаждаемое используемой в анализе кислотой со-
стояние, эквивалентное 1 мкмолю тирозина.

Активность амилазы, ксиланазы и целлюлазы 
штамма лимосилактобациллы выявляли колориметри-
ческим методом, который основан на установлении 
содержания редуцирующих сахаров после фермента-
тивного гидролиза соответствующего субстрата (крах-
мала, ксилана и карбоксиметилцеллюлозы), с исполь-
зованием 3,5-динитросалициловой кислоты, согласно 
методикам, описанными нами ранее [5, 8]. За 1 едини-
цу активности принимали количество гидролазы, при-
водящее к формированию за 1 мин. 1 мкмоля восста-
навливающих сахаров в условиях анализа.

Имитацию транзита лимосилактобациллы по пи-
щеварительной системе сельскохозяйственной птицы 
in vitro проводили последовательной инкубацией бак-
териальных клеток в MRS-бульонах с пепсином (Acros 
Organics, Бельгия) в концентрации 3,0 г/л (рН 2,5) (со-
ответствует железистому желудку) и 1,0 % желчью 
бройлеров (pH 7,0) (соответствует тонкому кишечни-
ку) в течение 1,5 и 6,0 ч соответственно [13]. Исход-
ное количество клеток в средах (контроль) составляло 
7,62±0,27×108 КОЕ/мл. pH бульонов доводили до необ-
ходимых значений, используя 0,2 М раствор NaOH (для 
бульона с желчью) или 0,2 М раствор HCl (для бульона с 

пепсином). Анализ содержания жизнеспособных клеток 
(КОЕ/мл) осуществляли чашечным способом – после-
довательными 10-кратными разведениями бактериаль-
ной суспензии, полученной после инкубации в вышео-
писанных условиях, с использованием MRS-агара.

Для in vitro оценки уровня адгезивной активно-
сти исследуемой молочнокислой бактерии клетки 
HT-29 высевали в 24-луночные культуральные план-
шеты (ПанЭко, Россия) из расчета 105 клеток на каж-
дую лунку и культивировали при 37±1 °C и 5 % CO

2 
до 

формирования 90 %-ного конфлюентного монослоя 
[17]. Затем в лунки планшетов вносили бактериаль-
ную суспензию, разведенную средой RPMI-1640  
(рН 7,2) (ПанЭко, Россия) в соотношении 1:1, из рас-
чета 2,46±0,35×107 КОЕ/лунка и инкубировали в те-
чение 2 ч в аналогичных условиях (37±1 °C, 5 % CO

2
). 

После трехкратного промывания лунок планшет фос-
фатно-солевым буферным раствором (рН 7,1) (ПанЭ-
ко, Россия) в них добавляли 0,25 %-ный раствор трип-
сина-ЭДТА (ПанЭко, Россия) и выдерживали в течение  
5 мин. (37±1 °C, 5 % CO

2
). Содержимое лунок тщательно 

суспендировали и полученную гомогенную суспензию 
серийно разводили для установления количества жиз-
неспособных клеток (КОЕ/мл). Долю адгезировавшихся 
бактериальных клеток (%) рассчитывали, как отношение 
исходного числа клеток, внесенных в лунку планшета, и 
прикрепившихся к энтероцитам кишечника клеток.

Антиоксидантный потенциал лимосилактобациллы 
устанавливали ингибированием свободных радикалов 
2,2-дифенил-1-пикрилгидразила (ДФПГ) и 2,2'-ази-
нобис (3-этилбензотиазолин-6-сульфоната) (АБТС) 
интактными клетками (ИК), бесклеточным экстрактом 
(БЭ) и СКЖ бактерии [20]. ИК получали осаждением 
их из культуральной жидкости штамма путем центри-
фугирования при 10 тыс. g в течение 10 мин., ресу-
спендированием осадка в 0,01 М фосфатно-солевом 
буфере (ФСБ, pH 7,4) (diaGene, Россия) и доведением 
с помощью ФСБ значения оптической плотности, из-
меренной при длине волны 600 нм (ОП

600
), суспензии 

до 0,40±0,05. БЭ получали ультразвуковой дезинтегра-
цией интактных клеток при 37,0 кГц в течение 30 мин. с 
последующим разделением супернатанта, используе-
мого для дальнейших исследований, центрифугирова-
нием при 10 тыс. g и 4±1 °C течение 15 мин. 

Для оценки способности восстанавливать радикал 
ДФПГ первоначально образцы ИК, БЭ или СКЖ, при-
готовленные вышеуказанными способами, смеши-
вали с 0,40 мМ метанольным раствором ДФПГ (CDH, 
Индия) в соотношении 1:1. Затем реакционную смесь 
выдерживали в темноте при 37±1 °C в течение 30 мин. 
и центрифугировали в при 5 тыс. g течение 10 мин. 
Светопоглощение измеряли при 517 нм. Расчёт анти-
оксидантной активности проводили по формуле [12].

Для оценки способности гасить катион-радикал 
АБТС к 0,15 мл образца ИК, БЭ или СКЖ вносили  
1,35 мл рабочего раствора АБТС и смесь выдержи-
вали при 37±1 °C в течение 10 мин. Рабочий раствор 
АБТС готовили инкубацией (темнота, 14 ч, комнатная 
температура) 7,0 мМ раствора АБТС (AppliChem, Гер-
мания) в присутствии 5,50 мМ раствора персульфата 
калия в соотношении 1:1 и доведением с использо-
ванием ФСБ значения ОП

734
 полученного раствора до 

0,70±0,05. После центрифугирования смеси (5 тыс. g, 
10 мин.) светопоглощение измеряли при 734 нм. Рас-
чёт антиоксидантной активности проводили по [12].

Устойчивость штамма лимосилактобациллы к 
антибиотикам in vitro устанавливали диско-диффу-



Достижения науки и техники АПК. 2026. Т. 40. № 3 95

зоотехния и ветеринария

зионным способом согласно МУК 4.2.1890-04. Для 
этого суспензию с содержанием бактериальных кле-
ток 1,50±0,31×108 КОЕ/мл вносили на поверхность 
MRS-агара и выдерживали в течение 15 мин. Затем 
на поверхность среды наносили диски с различны-
ми антимикробными препаратами (НИЦФ, Россия) 
в следующих концентрациях: доксициклин – 30 мкг/
диск, тетрациклин – 30 мкг/диск, ципрофлоксацин –  
5 мкг/диск, азитромицин – 15 мкг/диск, тилмикозин –  
15 мкг/диск, эритромицин – 15 мкг/диск, амоксицил-
лин – 20 мкг/диск, ампициллин – 10 мкг/диск, гента-
мицин – 10 мкг/диск, неомицин – 30 мкг/мл, канами-
цин – 30 мкг/диск, левомицетин – 30 мкг/диск, лин-
комицин – 15 мкг/диск, клиндамицин – 2 мкг/диск и 
рифампицин – 5 мкг/диск. Инкубацию вели анаэробно 
при 37±1 °С в течение суток, после чего проводили за-
мер диаметров зон задержки видимого роста (ДЗЗР) 
исследуемой молочнокислой бактерии.

Анализ in vivo вирулентности, токсичности и токси-
генности лимосилактобациллы осуществляли на бес-
породных мышах обоего пола и одного возраста со 
средней массой 17,0±0,5 г [21]. Для каждого теста от-
бирали по 12 экспериментальных животных: 6 – кон-
трольных и 6 – опытных. Всех животных содержали в 
стандартных условиях вивария, их кормление прово-
дили с применением стандартного гранулированного 
комбикорма согласно зоотехническим нормам.

Вирулентность исследуемого штамма оценивали 
при однократном внутрибрюшинном или пятикратном 
с интервалом в сутки per os введении белым мышам 
бактериальной суспензии, приготовленной в стериль-
ном физиологическом растворе, в дозах 1,50±0,27 × 
108 КОЕ/животное. Токсичность исследуемого штамма 
устанавливали при внутрибрюшинном или per os вве-
дении белым мышам бактериальной суспензии, инакти-
вированной путем нагревания при 80±1 °С в течение 90 
мин. Токсигенность исследуемого штамма изучали при 
внутрибрюшинном или per os введении белым мышам 
стерильного фильтрата СКЖ. После проведения мани-
пуляций за экспериментальными мышами наблюдали в 
течение 28 суток, учитывая ежедневно клиническое со-
стояние животных и их сохранность. Затем (на 29 сутки) 
из каждой опытной группы отбирали выборочно по 3 
мыши. Мышей усыпляли внутрибрюшинным введением 
раствора хлоралгидрата в дозе 8 мг на 20,0±0,5 г массы 
животного с целью обследования внутренних органов на 
выявление наличия патологий и забора образцов крови 
для микробиологического анализа. 

Статистическую обработку результатов проводили 
в программе Microsoft Excel. Оценку значимости раз-
личий между группами выполняли с использованием 
t-критерия Стьюдента (после предварительного под-
тверждения нормальности распределения данных). 
Различия считали достоверными при уровне значимо-
сти p < 0,05. Результаты представлены в виде средних 
значений и 95 %-ных доверительных интервалов.

Результаты и обсуждение. На современных птице-
водческих комплексах Российской Федерации циркули-
руют условно-патогенные и патогенные микроорганизмы 
(как правило, бактерии рода Escherichia, Pseudomonas, 
Salmonella и Staphylococcus), неизбежно приводящие к 
распространению резистентных к антимикробным пре-
паратам бактериальных штаммов и относящиеся к при-
чинам возникновения вспышек различных ассоциирован-
ных инфекций молодняка и взрослой птицы [8]. 

СКЖ штамма Limosilactobacillus spp. RI-54 прояв-
лял антагонистическую активность относительно всех 

взятых в анализ микроорганизмов, изолированных 
из биоматериалов погибших сельскохозяйственных 
птиц с клиническими признаками кишечных инфек-
ций. Наиболее интенсивное ингибирование роста 
СКЖ штамма лимосилактобациллы отмечали в отно-
шении S. aureus, S. typhimurium и P. mirabilis, зоны по-
давления роста последних составили соответствен-
но 18,09±0,40, 16,24±0,36 и 15,41±0,38 мм (рис. 1). 
СКЖ исследуемой бактерии проявлял сравнительно 
низкую активность относительно грамотрицательной  
E. coli (зона подавления роста – 13,50±0,33 мм). 

Рис. 1. Антимикробный потенциал СКЖ штамма Li-
mosilactobacillus spp. RI-54 в отношении микроорганизмов, 
изолированных из биоматериалов погибших сельскохозяй-
ственных птиц с клиническими признаками кишечных ин-
фекций (различия между диаметрами зон задержки роста 
для всех представленных тест-культур статистически значи-
мы (р<0,05) для всех попарных сравнений, величины расчет-
ных критериев Стьюдента для независимых выборок (df = 4)  
находились в диапазоне t = 2,93…16,48 при t

крит.
 =2,78).
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Антимикробный потенциал индивидуального штам-
ма Limosilactobacillus spp. обусловлен его физиолого-
биохимическими свойствами, включая способность к 
продукции различных по механизму действия метабо-
литов (реутерин, реутерициклин, молочная и уксусная 
кислоты, и многие другие), активных в отношении ус-
ловно-патогенных и патогенных микроорганизмов [12]. 

Штамм RI-54 характеризовался отсутствием спо-
собности к росту при температуре 15 °С, однако ак-
тивно рос при 45 °С. Для исследуемой бактерии свой-
ственен гетероферментативный тип метаболизма, 
что нами подтверждено положительными тестами на 
образование газа из глюкозы и продукцию молочной 
кислоты. При этом отсутствие каталазной активности в 
совокупности с указанными выше признаками свиде-
тельствует о принадлежности штамма к представите-
лям молочнокислых бактерий рода Limosilactobacillus.

Изучение профиля ферментации углеводов штамма 
RI-54 выявило его способность к расщеплению пентоз, 
в частности L-арабинозы, D-рибозы и D-ксилозы, а так-
же гексоз – D-галактозы и D-глюкозы. Молочнокислая 
бактерия проявляла ферментативную активность отно-
сительно таких дисахаридов, как D-мальтоза, D-лактоза, 
D-мелибиоза и D-сахароза, и трисахарида D-раффинозы. 
Способность к гидролизу эскулина свидетельствует о на-
личии специфической гликозидазной активности. При 
этом иные протестированные гликозиды (арбутин, сали-
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цин, амигдалин), согласно полученным результатам, не 
вовлекались в метаболизм исследуемого штамма. 

Спектр утилизируемых субстратов штамма RI-54 
не включал кетозы (D-фруктозу, L-сорбозу), метилиро-
ванные производные сахаров и сложные полисахариды 
(инулин и гликоген). Характерная особенность исследу-
емой бактерии – полное отсутствие его способности к 
утилизации многоатомных спиртов, или полиолов (гли-
церина, эритрола, маннита, сорбита, ксилита и араби-
та), а также глюконата калия и его кето-производных.

Согласно результатам анализа профиля фермен-
тации углеводов, гликозидов, полиолов и некоторых 
других соединений штаммом RI-54 с применением 
стандартизированной системы API 50 CH установлена 
неоднозначная идентификация исследуемой молоч-
нокислой бактерии. В связи с этим штамм предвари-
тельно был отнесен к виду Limosilactobacillus fermen-
tum (биотип II). Тем не менее, результаты молекуляр-
но-генетической идентификации бактерии показали 
высокую степень сходства (99,0 % идентичности) с 
референтным штаммом L. reuteri 452 (номер Genbank: 
MT573097.1) и окончательно позволили установить ви-
довую принадлежность как Limosilactobacillus reuteri. 

Неоднозначная идентификация исследуемой мо-
лочнокислой бактерии обусловлена способностью 
последней к сбраживанию L-арабинозы, D-рибозы, 
D-ксилозы, D-галактозы, D-глюкозы, D-мальтозы, 
D-лактозы, D-мелибиозы и D-раффинозы, что, с од-
ной стороны, отличает вид Limosilactobacillus reuteri от 
остальных родственных видов молочнокислых бакте-
рий, с другой стороны – схож с видом Limosilactobacil-
lus fermentum [22]. Несмотря на высокую стандарти-
зацию системы API, её результаты основываются на 
экспрессии метаболических путей, которая крайне из-
менчива и во многом обусловлена условиями культи-
вирования штамма, фазой роста или индивидуальных 
его особенностей. В тоже время, изучение последова-
тельностей консервативных локусов 16S рРНК молоч-
нокислой бактерии обеспечивает надежность и так-
сономическую однозначность. Выявленный биохими-
ческий профиль штамма RI-54, вероятно, связан с его 
адаптацией к специфической нише (слепые отростки 
кишечника бройлера), что могло привести к сходству 
метаболизма с бактериальным видом L. fermentum. 
Тем не менее, результаты молекулярно-генетического 
анализа признаны нами решающими, идентифицируя 
исследуемый штамм как Limosilactobacillus reuteri.

Существенную часть рациона сельскохозяйствен-
ной птицы составляют зерновые (пшеница, ячмень, 
кукуруза и овес) и зернобобовые (горох и соя) кор-
ма, которые содержат в своем составе фитаты и не-
крахмалистые полисахариды – группа соединений с 
антипитательными свойствами, снижающие процесс 
перевариваемости кормов и их конверсию, негативно 
воздействующие на показатель продуктивности и ка-
чество птицеводческой продукции [5]. К проявлениям 
пробиотических функций штаммов Limosilactobacillus 
spp. относят способность последних продуцировать 
физиологически активные соединения, в частности, 
гидролитические ферменты [12], которые служат 
ключевыми факторами пищеварения, обеспечивают 
расщепление и усвоение необходимых для организ-
ма животного питательных веществ кормов [21]. При 
оценке способности штамма Limosilactobacillus spp. 
RI-54 к биосинтезу гидролитических ферментов в 
жидких средах, содержащих соответствующий суб-
страт как единственный источник углерода, в СКЖ  

исследуемой бактерии на 24 ч роста активность 
фитазы составила 4,58±0,07 ед./мл, протеазы – 
5,63±0,14 ед./мл, амилазы – 0,090±0,002 ед./мл, 
ксиланазная и целлюлазная активности не выявлены.

Процесс синтеза гидролитических экзофермен-
тов молочнокислой бактерией тесно связан с инди-
видуальными генетическими особенностями, фазой 
роста, условиями его выращивания и составом ис-
пользуемой культуральной среды [8]. Схожие ре-
зультаты представлены в работах ряда исследовате-
лей [12, 18, 19], показавшие способность штаммов 
Limosilactobacillus reuteri секретировать фитазы, про-
теазы и амилазы.

Кроме способности ингибировать широкий спектр 
патогенных и условно-патогенных бактерий проби-
отические микроорганизмы должны обладать коло-
низационным потенциалом, в частности, выживать и 
сохранять свои функциональные свойства в процессе 
транзита по желудку и кишечнику животного, что счи-
тают необходимым условием для возможности их ис-
пользования в промышленном животноводстве [23].

После последовательной инкубации клеток Li-
mosilactobacillus spp. RI-54 в средах с пепсином в 
концентрации 3,0 г/л с рН 2,5 (имитирует железистый 
желудок птицы) и 1,0 % желчью с pH 7,0 (имитирует 
тонкий кишечник птицы) в течение соответственно  
1,5 и 6 ч их содержание снижалось (р<0,05) до 
2,81±0,18 × 108 КОЕ/мл (рис. 2), что составляло 
36,88±3,55 % от начального количества исследуемой 
бактерии (контроль).

Рис. 2. Выживаемость штамма Limosilactobacillus spp.  
RI-54 в условиях in vitro, имитирующих его транзит по желуд-
ку и кишечнику сельскохозяйственной птицы (статистически 
значимое (р<0,05) снижение количества жизнеспособных 
бактериальных клеток относительно контроля отмечено на 
всех этапах их транзита, значение расчетного t-критерия 
Стьюдента для независимых выборок (df = 4) для этапа «желу-
док» составило t = 4,91, «кишечник» – t = 14,84 при  t

крит 
=2,78).
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Полученные результаты согласуются с данными 
некоторых зарубежных авторов [12, 24], которые в 
своих работах отмечают, что штаммы Limosilactobacil-
lus reuteri существенно различаются по способности 
проявлять устойчивость к стресс-факторам пищева-
рительной системы. Например, выживаемость штам-
ма L. reuteri NCIMB 30253 после его выдерживания 
в среде, содержащей пепсин в концентрации 3,0 г/л 
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(рН 2,5), в течение 2 ч составила в среднем 57,91 % 
по отношению к числу клеток бактерии в начале экс-
перимента [24]. Установлена способность L. reuteri 
PSC102 проявлять высокую устойчивость к различ-
ным концентрациям желчи: выживаемость штамма 
после 6 ч воздействия 0,3 и 1,0 % солей желчных кис-
лот составила 100,0 % относительно контроля [12].

Установлено, что штамм Limosilactobacillus spp. 
RI-54 характеризовался адгезивными свойствами от-
носительно клеток линии НТ-29. После выдерживания 
бактериальных клеток с энтероцитами кишечника в 
течение 2 ч при 37,0 °С наблюдали снижение (р<0,05) 
их количества до 5,92±0,28 × 106 КОЕ/лунка, что соот-
ветствовало 24,07±3,82 % от исходной концентрации 
клеток лимосилактобациллы. 

Согласно данным литературы, способность Limosi-
lactobacillus reuteri адгезироваться к энтероцитам ки-
шечника значительно варьирует между штаммами и 
имеет штаммоспецифичность. Так, доля клеток штам-
ма L. reuteri KGC1901 после их инкубации с колоноци-
тами НТ-29 в течение 2 ч при 37,0 °С составила в сред-
нем 19,0 % [17], в то время как доля клеток L. reuteri 
MJM60668 после их выдерживания в аналогичных ус-
ловиях – 5,20 % [25], по сравнению с контролем.

К функциональным свойствам штаммов Limosilac-
tobacillus spp. относят их способность формировать 
в различных компартментах и вне клетки соединения 
(кислоты, экзополисахариды, пептиды, витамины, 
протеины, ферменты), которые снижают уровень сво-
бодных радикалов в макроорганизме, и, тем самым 
замедляют или предотвращают развитие расстройств, 
обусловленных окислительным стрессом [12].

Установлено, что ИК, БЭ и СКЖ штамма Limosilacto-
bacillus spp. RI-54 проявляют антиоксидантные свойства. 
ДФПГ- и АБТС-тесты показали сравнительно высокую 
(р<0,05) активность СКЖ (соответственно 94,03±3,50 
и 56,18±2,79 %) по ингибированию свободных ради-
калов, по сравнению с ИК (соответственно 42,70±2,86 
и 25,51±1,44 %) и БЭ (соответственно 29,96±2,13 и 
10,24±2,38 %) исследуемой бактерии (рис. 3).

Результаты исследования согласуются с данными 
авторов зарубежной работы [20], которые выявили, что 
СКЖ штамма L. reuteri в большей степени проявляют ан-
тиоксидантные свойства в отличие от ИК и БЭ. При этом 
нами показан более высокий (на 7,93 %) уровень анти-
радикальной активности СКЖ бактериального штамма.

Несмотря на то, что Европейское агентство по без-
опасности продуктов питания и кормов для животных 
(European Food Safety Authority, EFSA) штаммам Li-
mosilactobacillus reuteri присвоил статус QPS (Qualified 
Presumption of Safety) [16], установление их безопас-
ности требует комплексной оценки в исследовани-
ях in vitro и in vivo. Современные требования к без-
опасности штаммов с пробиотическим потенциалом 
(ОФС.1.7.2.0012.15, регламент Европейского Союза 
№ 429/2008) предъявляют необходимость подтверж-
дения отсутствия у них антибиотикорезистентности 
и обуславливающих устойчивость к антимикробным 
препаратам трансмиссивных генов. Последние могут 
быть ключевым фактором передачи генов устойчиво-
сти к антибиотикам в микробиом макроорганизма.

Далее изучали in vitro резистентность штамма Li-
mosilactobacillus spp. RI-54 к 15 антимикробным препа-
ратам (табл. 1), принадлежащих к различным группам 
и используемых в ветеринарной практике для лечения 
различных инфекций сельскохозяйственной птицы.

Рис. 3. Антирадикальная активность штамма Limosilac-
tobacillus spp. RI-54 (статистически значимые (р<0,05) раз-
личия в уровне антиоксидантной активности бактериального 
штамма выявлены между всеми исследуемыми фракциями 
(ИК, БЭ, СКЖ) внутри каждого из методов анализа, величи-
ны расчетных t-критериев Стьюдента для независимых вы-
борок (df = 4) находились в диапазоне t = 3,57…15.63 при  
t

крит
 =2,78):  – ДФПГ,  – АБТС.
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Таблица 1. Анализ in vitro антибиотикоустойчи-
вости штамма Limosilactobacillus spp. RI-54*

Антибиотик ДЗЗР, мм Устойчивость/ 
чувствительность

группа тетрациклинов
Доксициклин 9,89±0,15 устойчивый
Тетрациклин 0,54±0,01 устойчивый

группа фторхинолонов
Ципрофлоксацин 11,63±0,28 устойчивый

группа макролидов
Азитромицин 13,10±0,32 промежуточно- 

устойчивый
Тилмикозин 22,47±0,56 чувствительный
Эритромицин 32,02±0,79 чувствительный

группа пенициллинов
Амоксициллин 27,18±0,64 чувствительный
Ампициллин 20,42±0,50 чувствительный

группа аминогликозидов
Гентамицин 15,30±0,37 чувствительный
Неомицин 16,94±0,41 чувствительный
Канамицин 13,86±0,33 промежуточно- 

устойчивый
группа амфениколов

Левомицетин 35,23±0,88 чувствительный
группа линкозамидов

Линкомицин 29,68±0,70 чувствительный
Клиндамицин 33,55±0,82 чувствительный

группа рифампицина
Рифампицин 24,79±0,58 чувствительный

*данные представлены в виде M±m (n=3). Расчетные 
значения t-критерия Стьюдента находились в диапазоне  
t = 40,0…65,9 при t

крит.
 =2,78 (df = 4, р<0,05). Чувствитель-

ность бактериального штамма оценивали, сравнивая полу-
ченные величины ДЗЗР с пограничными, указанными в МУК 
4.2.1890-04.

Установлено, что исследуемая молочнокислая 
бактерия проявляла устойчивость к доксициклину, те-
трациклину и ципрофлоксацину (ДЗЗР составляли со-
ответственно 9,89±0,15, 0,54±0,01 и 11,63±0,28 мм), 
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характеризовалась промежуточной устойчивостью к 
азитромицину и канамицину (ДЗЗР – соответственно 
13,10±0,32 и 13,86±0,33 мм), и обладала чувствитель-
ностью к остальным антибиотикам.

Согласно полученным нами данным, Limosilacto-
bacillus spp. RI-54 имеет профиль резистентности к 
антибиотикам, который свойственен для этого вида 
бактерия [16, 24]. Выявленная относительная устой-
чивость исследуемого штамма к антимикробным пре-
паратам группы тетрациклинов нередко связана с 
наличием генов tet(W) или tet(M). Анализ литературы 
показывает, что резистентность к антибиотикам груп-
пы фторхинолонов, в частности, ципрофлоксацину 
среди представителей Limosilactobacillus spp. обна-
руживается достаточно часто [26, 27] и, как правило, 
относится к природной (врожденной), не связанной с 
приобретенными механизмами устойчивости, возни-
кающими вследствие различных мутаций или передачи 
генов. Промежуточная (пониженная) чувствительность 
к антимикробным препаратам, например, к аминогли-
козидам, у лимосилактобацилл также обусловлена их 
физиологической особенностью [27], а именно низкой 
проницаемостью антибиотиков через мембраны бакте-
рий и способностью последних создавать кислую среду 
секрецией органических кислот. Это требует дальней-
ших исследований по выяснению мобильности генов и 
механизмов, обеспечивающих указанную антибиотико-
резистентность. Следует отметить, что бактериальные 
штаммы, характеризующиеся врожденной устойчиво-
стью к антимикробным препаратам, принято считать 
пригодными для использования в качестве пробио-
тиков в животноводстве и могут применяться на фоне 
антибиотикотерапии различных инфекций.

Хотя полученный нами профиль ДЗЗР характерен 
для диких штаммов этого вида, выделенных из пи-
щеварительного тракта сельскохозяйственных жи-
вотных, мы признаем необходимость дальнейшего 
полногеномного секвенирования (WGS) исследуемой 
лимосилактобациллы или ПЦР-скрининга ее гено-
ма на наличие мобильных генетических элементов 
(MGE). Это позволит исключить риск горизонтально-
го переноса генов резистентности в микробных со-
обществах кишечника птицы и подтвердить статус 
GRAS (Generally Recognized as Safe) для исследуемого 
штамма как основы кормовой добавки для промыш-
ленного птицеводства.

Потенциальные риски, обусловленные использо-
ванием микробного штамма в сельском хозяйстве, 
оценивают с помощью in vivo тестов на вирулентность 
(способность вызывать инфекцию), токсичность (спо-
собность повреждать ткани макроорганизма) и ток-
сигенность (способность продуцировать опасные для 
животного токсины) [21].

Анализ на белых мышах вирулентности, токсич-
ности и токсигенности штамма Limosilactobacillus spp.  
RI-54 показал, что последний не характеризуется приз-
наками патогенности и безопасен для животных (табл. 2).

На протяжении исследования после внутрибрю-
шинной инъекции/per os введения суспензии бакте-
рии или ее фильтрата СКЖ отмечали активную под-
вижность, хорошую поедаемость пищевых рационов 
мышами, отсутствие у последних физиологических 
отравлений и изменений поведенческих реакций. При 
вскрытии животных нами не выявлены повреждения 
и патологические изменения их внутренних органов. 
Анализ микробиологических посевов образцов крови 
из органов мышей показал отрицательный результат. 

Полученные данные свидетельствуют о перспек-
тивности применения штамма Limosilactobacillus spp. 
RI-54 в качестве основы добавки с функциональными 
свойствами для птицеводства или биопрепарата для 
нормализации кишечного микробиома сельскохозяй-
ственной птицы при антибактериальной терапии ин-
фекционных заболеваний.

Выводы. Изучаемая бактерия, отнесенная соглас-
но результатам анализа гена 16S рРНК к виду Limosi-
lactobacillus reuteri, характеризуется относительно вы-
соким антимикробным потенциалом против S. aureus, 
S. typhimurium и P. mirabilis (ДЗЗР составили 18,09, 
16,24 и 15,41 мм соответственно); фитатгидролизу-
ющей (4,58 ед./мл), протеолитической (5,63 ед./мл) 
и амилолитической (0,09 ед./мл) активностями; ак-
тивностью по ингибированию свободных радикалов 
ДФПГ и АБТС (для СКЖ – 94,03 и 56,18 %, ИК – 42,70 
и 25,51 % и БЭ – 29,96 и 10,24 % соответственно); вы-
живаемостью (36,88 %) в условиях in vitro, имитиру-
ющих процесс пищеварения в железистом желудке 
и тонкой кишке сельскохозяйственной птицы; значи-
тельной устойчивостью к доксициклину, тетрацикли-
ну и ципрофлоксацину (ДЗЗР – 9,89±0,15, 0,54±0,01 
и 11,63±0,28 мм соответственно) и промежуточной 
устойчивостью к азитромицину и канамицину (ДЗЗР 
– 13,10±0,32 и 13,86±0,33 мм соответственно). Ми-
кроорганизм безопасен для животных (отсутствуют 
вирулентность, токсичность и токсигенность). При 
условии дальнейшего генетического подтверждения 
отсутствия мобильных элементов резистентности, 
штамм L. reuteri RI-54 пригоден для использования в 
качестве основы многофункциональной кормовой до-
бавки, сочетающей в себе функции повышения рези-
стентности поголовья птицы к окислительному стрес-
су и улучшению конверсии комбикорма. 

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ
Работа выполнена при финансовой поддержке 

гранта Академии наук РТ №4/2025-ПД-ВНИВИ.
СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Эксперименты на животных выполнены строго с 

соблюдением биоэтических стандартов. Содержа-
ние и кормление за подопытными животными, вы-
ведение последних из экспериментального иссле-
дования проводили, опираясь на ГОСТ 33216-2014, 
а также Директиву Европейского парламента и  

Таблица 2. Анализ in vivo вирулентности, токсич-
ности и токсигенности штамма Limosilactobacillus 
spp. RI-54

Группа  
животных Способ введения Погибло/выжило

тест на вирулентность
Контрольная внутрибрюшинно 0/6

per os 0/6
Опытная внутрибрюшинно 0/6

per os 0/6
тест на токсичность

Контрольная внутрибрюшинно 0/6
per os 0/6

Опытная внутрибрюшинно 0/6
per os 0/6

тест на токсигенность
Контрольная внутрибрюшинно 0/6

per os 0/6
Опытная внутрибрюшинно 0/6

per os 0/6
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Совета Европейского союза от 22 сентября 2010 г. 
по защите применяемых для научных целей живот-
ных (Directive 2010/63/UE). Протоколы с использо-
ванием животных были одобрены Административ-
ным комитетом по экспериментам с животными 
ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ», Казань, Россия (иденти-
фикатор одобрения: SYXK(SU) 20200711-001 от 30 
января 2021 года).
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