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ганического удобрения на всхожесть семян, рост и развитие растений. Показано, что перера-
ботка птичьего помета в пудрет увеличивает содержание доступных макроэлементов для
растений в 2 раза, а также способствует более длительному сохранению их в органическом
удобрении, предпосевная обработка почвы пудретом повышает всхожесть растений на 75 %
по сравнению с контролем.
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soil with powdered increases the germination of plants by 75% compared to control.
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Использование пробиотиков в раз-
ведении животных становится неотъемле-
мой частью этого процесса, так как 80 %
иммунитета животных зависит от работы
кишечника, синтеза витаминов и амино-
кислот, переваривания пищи и усвоения
всех необходимых витаминов и минералов
из корма, утилизации продуктов обмена
[3]. Между тем, хотя определено, что про-
биотики полезны, но результаты сильно
варьируются и информация о режиме их
действия и влияния на желудочно-
кишечную микробную экологию ограни-

ченная [5]. Даже близкородственные
штаммы могут различаться по способу
действия [2, 6].

Сделав количественный генетиче-
ский анализ кала на содержание соответ-
ствующих, специфических генов бактерий
(количественная полимеразно-цепная ре-
акция (ПЦР)), изучив его динамику можно
делать достоверные выводы об эффектив-
ности применения пробиотиков.

Особенностью пищеварения моно-
гастричных животных, является то, что в
ротовой полости и желудке жиры и жир-



188

ные кислоты практически не переварива-
ются. Учитывая эти особенности, было
решено провести исследования возможно-
сти транспорта пробиотических бактерий
сквозь желудок в кишечник эмульгирован-
ными в пальмитиновой жирной кислоте.

Цель работы – исследование влия-
ния эмульгированного в пальмитиновой
кислоте пробиотического препарата Bacil-
lus subtilis на содержание бактерий
Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp. и
E.coli в кишечнике, физиологическое со-
стояние и скорость роста лабораторных
крыс.

Материал и методы исследова-
ний. Эксперименты выполнены на 60 бе-
лых беспородных крысах-самцах. Исполь-
зовали крысят в начальном возрасте 4 не-
дели массой 80!9г. В работе использовали
штамм бацилл Bacillus subtilis (штамм JH
642).

Для получения пробиотического
препарата B.subtilis культивировали на L-
бульоне до содержания 107 клеток/мл.
Эмульгированный препарат получали пе-
ремешиванием клеток B. Subtilis с пальми-
тиновой кислотой. Одну дозу препарата
принимали равной 106 клеток B. subtilis.

Рационы кормления крыс и дозы
пробиотических добавок B.subtilis пред-
ставлены в таблице 1.

Опытная группа 1 получала ячмень
кормовой с добавками препарата в виде
культуральной суспензии и через 1 сутки
пальмитиновую кислоту, в количествах,
приведенных в таблице 1. Опытная группа
2 получала ячмень кормовой с эквивалент-
ной по количеству клеток B. subtilis добав-
кой в виде эмульсии в пальмитиновой кис-
лоте. Контрольная группа получала ячмень
кормовой с добавкой пальмитиновой кис-
лоты, равной по количеству опытным
группам, но без добавок пробиотического
препарата. Методом количественной ПЦР
анализировали содержание дезоксирибо-
нуклеиновых кислот (ДНК) исследуемых
бактерий в образцах кала. С использовани-
ем данных интернет ресурса Genbank, про-
граммы VectorNTI и интернет ресурса
Blast были подобраны высокоспецифич-
ные праймеры и флуорисцентные зонды к
гену gyrA (AY663697.1) B. subtilis. Коли-

чество ДНК бактерийBifidobacterium sp.,
Lactobacillus sp.и E.coli определяли с по-
мощью набора реагентов «Колонофлор»
(Альфалаб, Россия).

Для исследований методом ПЦР
использовали амплификатор с флуорес-
центной детекцией в режиме реального
времени«Т-100 Real-Time PCR Detection
System» (Bio-Rad, США).

Для статистической обработки ре-
зультатов использовали математический
аппарат программы Microsoft Excel. До-
стоверность различий между сравнивае-
мыми средними величинами устанавлива-
ли, используя t-тест Стьюдента; различия
считали значимыми при p<0,05.

Результаты исследований. Иссле-
дования, проведенные методом количе-
ственного ПЦР анализа, показали, что со-
держание ДНК исследованных бактерий в
кале контрольной группы составляет:
Bifidobacterium sp. – 8,0-8,5 lg ДНК/грамм,
с тенденцией роста в диапазоне 5-10 неде-
ли возроста крыс. Количество ДНК
Lactobacillus sp.5,5-6,0 lg ДНК/грамм. Ко-
личество B. subtilis было стабильным на
уровне 1,5-1,8 lg ДНК/грамм на протяже-
нии срока эксперимента, и это в кале кон-
трольной группы, не получавшей пробио-
тической добавки B. Subtilis (Рис. 1). Такое
содержание ДНК данных бактерий мы
приняли за базовое, для проведения даль-
нейшего анализа влияния пробиотических
препаратов B. Subtilis на рост и микрофло-
ру кишечника крыс. В настоящее время
обсуждается вопрос о том, способны ли
живые бактерии проникать дальше желуд-
ка и выполнять пробиотическую функцию.
Для прояснения этого вопроса был прове-
ден эксперимент с двумя опытными груп-
пами крыс. Опытная группа 1, получала
ячмень кормовой с добавками препарата B.
subtilis в виде культуральной суспензии, и
через 1 сутки пальмитиновую кислоту.
Опытная группа 2, получала ячмень кор-
мовой с равной с группой 1 по количеству
клеток B. subtilis добавкой в виде эмульсии
в пальмитиновой кислоте. Контрольная
группа получала ячмень кормовой с до-
бавкой пальмитиновой кислоты, равной по
количеству опытным группам, но без до-
бавок пробиотического препарата.
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Таблица 1 – Рационы кормления и дозы пробиотических добавок B.subtilis
Возраст,
недели

Контрольная группа Опытная группа 1 Опытная группа 2
ячмень-
грамм/с
утки

добавки,
1 раз в нача-
ле недели

ячмень
грамм/
сутки

добавки,
1 раз в начале
недели

ячмень
грамм/с
утки

добавки,
1 раз в

начале не-
дели

5 10 1 грамм
пальми-
тиновой
кислоты

10 1 доза в культу-
ральной суспен-

зии
+ 1 грамм паль-
мити-новой кис-
лоты через
1 сутки

10 1 доза в
1 грамме
пальмити-
новой
кислоты

6 10 – 10 – 10 –
7 15 1,5 грамма

пальми-
тиновой
кислоты

15 1,5 дозы в куль-
ту-ральной сус-

пензии
+ 1,5 грамма-
пальмити-новой
кислоты через
1 сутки

15 1,5 дозы в
1,5 грам-
мах паль-
мити-
новой
кислоты

8 15 – 15 – 15 –
9 20 2 грамма

пальми-
тиновой
кислоты

20 2 дозы в культу-
ральной суспен-

зии
+ 2 грамма

пальмити-новой
кислоты через
1 сутки

20 2 дозы в
2 граммах
пальмити-
новой
кислоты

10 20 – 20 – 20 –

Рисунок 1 – Количество ДНК B. Subtilis (ряд – 1), Bifidobacterium sp. (ряд – 2), Lactobacillus
sp. (ряд – 3) и E. coli (ряд – 4) в кале контрольной группы крыс

Время и количество введения в ра-
цион крыс пробиотического препарата
приведено в таблице 1. Одна доза препара-

та содержала 106 клеток B. subtilis.
Учитывая, особенности пищеваре-

ния моногастричных, а именно то, что в
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ротовой полости жиры не подвергаются
химическим изменениям из-за отсутствия
липолитических ферментов, а также в же-
лудке содержание липазы крайне низко
было решено провести исследования воз-
можности транспорта пробиотических
бактерий сквозь желудок в кишечник
эмульгированными в пальмитиновой жир-
ной кислоте в качестве защитной среды,
предотвращающей контакт живых бакте-
рий с кислотой и протеазами желудка.
Контрольная группа и опытная группа 1
получали пальмитиновую кислоту в коли-
чествах равных опытной группе 2, но без
эмульгированных бактерий, для компенса-
ции ее влияния на рост крыс. Эксперимент
проводили с крысами в возрасте 4 недель.
Первые экспериментальные данные полу-
чили в конце 5 недели возраста крыс. Об-
щая продолжительность эксперимента со-

ставила 6 недель. До возраста крыс 10
недель. По окончании каждой недели ис-
следования анализировали содержание
ДНК бактерий в кале методом количе-
ственного ПЦР анализа.

Полученные цифры опытной груп-
пы 1 составили для B. subtilis 1,5±0,1 lg
ДНК/г в начале эксперимента и возросли
до 4,0±0,2 lg ДНК/гв конце. На фоне роста
количества B. subtilis в ходе проведения
эксперимента наблюдалось снижение чис-
ленности Bifidobacterium sp., Lactobacillus
sp.и E. сoli в кале опытной группы крыс 1
(Рис. 2).

Результаты исследования опытной
группы № 2 составили для B. subtilis
1,5±0,1 lg ДНК/г в начале эксперимента и
выросли до 5,1±0,2 lg ДНК/г в конце. Так-
же при росте количества B. subtilis наблю-
далось снижение численности.

Рисунок 2 – Количество ДНК B. subtilis (ряд – 1), Bifidobacterium sp. (ряд – 2), Lactobacillus
sp. (ряд – 3) и E. сoli (ряд – 4) в кале крыс опытной группы № 1

Рисунок 3 – Количество ДНК B. Subtilis (ряд – 1), Bifidobacterium sp. (ряд – 2), Lactobacillus
sp. (ряд – 3) и E. сoli (ряд – 4) в кале крыс опытной группы № 2
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Таблица 2 – Рост массы крыс в процессе применения препарата B.subtilis

Возраст, недели Контрольная
группа Опытная группа 1 Опытная группа 2

4 81±2,8 81±3,1 80±3,0
5 93±3,0 95±3,2 98±3,2
6 115±3,3 123±3,3 128±3,2
7 130±3,5 154±3,6 169±3,4
8 155±3,7 168±3,8 180±3,8
9 180±4,7 199±4,5 212±4,2
10 239±4,8 264±4,8 279±5,1

Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp.
и E. coli в кале крыс опытной группы 2.
(Рис. 3). В конце эксперимента у крыс всех
групп физическое состояние хорошее.
Шерстный покров густой, однородный.
Глаза блестящие. Введение препаратов
бактерий B. subtilis в кормовой рацион
крыс не приводило к развитию вредных
влияний и побочных эффектов.

В таблице 2 приведены данные уве-
личения массы крыс контрольной и экспе-
риментальных групп. Наибольший привес
в ходе эксперимента продемонстрировала
опытная группа 2, которая принимала
эмульгированный препарат B. subtilis.
Средний вес крысы в конце эксперимента
был равен 279±5,1 грамм. Средняя масса
крыс опытной группы 2 в сравнении с кон-
трольной в конце эксперимента была
больше на 16,7 %. Несколько меньший
привес продемонстрировала опытная
группа 1, животные которой принимали
препарат B. subtilis в виде водной суспен-
зии в культуральной жидкости. Средний
вес крысы в конце эксперимента был равен
264±4,8 грамма. Средняя масса крыс
опытной группы 1 в сравнении с кон-
трольной в конце эксперимента была
больше на 10,5 %.

ДНК бактерий B. subtilis были об-
наружены в кале крыс контрольной груп-
пы, хотя данный род бактерий не считает-
ся типичным обитателем кишечника. B.
subtilis является своего рода транзитной
бактерией, постоянно поступающей и вы-
водящейся из пищеварительной системы.
Поэтому прижиться в кишечнике B. subtilis
не может. Между тем количество B.
subtilis было стабильным на уровне 1,5-1,8
lg ДНК/грамм на протяжении срока экспе-
римента, и это в кале контрольной группы,

не получавшей пробиотической добавки B.
subtilis (Рис. 1).

При введении в рационы питания
крыс препаратов B. subtilis в виде водной
суспензии культуральной среды содержа-
ние их ДНК в кале увеличивалось. Следо-
вательно, была подтверждена выживае-
мость бактерий B. subtilis при прохожде-
нии желудочно-кишечного тракта в виде
водной суспензии. Пальмитиновая кислота
давалась опытной группе 1 через сутки по-
сле приема пробиотического препарата
крысами и не могла повлиять на прохож-
дение желудка бактериями. Пальмитино-
вую кислоту давали крысам для компенса-
ции ее влияния на их рост (Рис. 2).

При сопоставлении данных опыт-
ных групп 1 и 2 видно, что в конце экспе-
римента в обоих случаях содержание B.
subtilis в кале возросло, но без применения
пальмитиновой эмульсии оно увеличилось
до 4,0±0,2 lg ДНК/г, а с применением – до
5,1±0,2 lg ДНК/г (Рис. 3). Это говорит о
наличии положительного влияния приме-
нения эмульгированных в пальмитиновой
кислоте бактерий на их выживаемость при
прохождении желудочно-кишечного трак-
та. Пальмитиновая кислота защищает веге-
тативные клетки B.subtilis от агрессивных
условий желудка и высоких концентраций
желчи в двенадцатиперстной кишке в про-
цессе пищеварения.

Отмечено ускорение роста крыс при
добавлении в корм пробиотических препа-
ратов B. subtilis. Средняя масса крыс
опытной группы 2 в сравнении с кон-
трольной в конце эксперимента была
больше на 16,7 %. Средняя масса крыс
опытной группы 1 в сравнении с кон-
трольной в конце эксперимента была
больше на 10,5 %. Причем ускорение роста
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крыс наблюдалось даже при некотором
снижении численности Bifidobacterium sp.
и Lactobacillus sp. в кале опытных групп
крыс. Хотя по данным ряда источников [1,
4] уменьшение бифидобактерий и молоч-
нокислых бактерий в кишечнике приводит
к ухудшению процессов пищеварения и
развитию болезнетворной микрофлоры.
Это означает, что B. subtilisспособен
функционально замещать эти бактерии в
кишечнике без негативных последствий
для пищеварения.

Заключение. Таким образом, мож-
но сделать выводы, что результаты иссле-
дования показали способность пробиоти-
ческого препарата бактерий B. subtilis ока-
зывать положительное влияние на рост ла-
бораторных крыс, отсутствие патогености
и токсичности. Возрастание количества
бактерий B. subtilis сопровождалось сни-
жением численности Bifidobacterium sp. и
Lactobacillus sp. и E. сoli в кишечнике.
Проведены исследования применения но-
вой формы пробиотического препарата в
виде эмульсии бактерий B. subtilis в паль-
митиновой кислоте. Результаты показали
наличие положительного влияния приме-
нения эмульгированных бактерий на их
выживаемость при прохождении желудоч-
но-кишечного тракта. Это отразилось в
увеличении их количества в кишечнике и
как следствие в кале крыс. То есть эмуль-
гированные бактерии обладают резистент-
ностью к низким значениям рН желудка и
высоким концентрациям желчи в двена-
дцатиперстной кишке. Это означает, что

эмульгированные препараты B. subtilis
проявляют признаки эффективных про-
биотиков и могут быть рекомендованы для
применения в животноводстве.
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ПОЛУЧЕНИЕ ЭМУЛЬГИРОВАННОГО ПРОБИОТИЧЕСКОГО ПРЕПАРАТА BACILLUS
SUBTILIS И ЕГО ВОЗДЕЙСТВИЕ НА МИКРОФЛОРУ КИШЕЧНИКА ЛАБОРАТОРНЫХ

КРЫС

Скворцов Е. В., Мухаммадиев Риш. С., Мухаммадиев Рин. С.,
Валиуллин Л. Р., Валиуллина Д.А.

Резюме

Проведены исследования применения новой формы пробиотического препарата
Bacillu ssubtilis в виде эмульсии бактерий в пальмитиновой кислоте. При оценке эффектив-
ности применения пробиотиков исходили из того, что содержание ДНК бактерий в кале про-
порционально их содержанию в кишечнике. Анализ количества ДНК бактерий проводили
методом ПЦР в реальном времени. Результаты показали наличие положительного влияния
применения эмульгированных бактерий. Это отразилось в увеличении количества B. subtilis
в кишечнике и, как следствие, их ДНК в кале крыс. Возрастание количества бактерий B.
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subtilis сопровождалось снижением численности Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp. и E. coli
в кишечнике. Показана способность пробиотического препарата бактерий B. subtilis оказы-
вать положительное влияние на скорость роста крыс, отсутствие патогености и токсичности.

OBTAINING EMULSIFIED PROBIOTIC PREPARATION Bacillus subtilis AND ITS EFFECT
ON THE INTESTINAL MICROFLORA OF LABORATORY RATS

Skvortsov E. V., MukhammadievRish.S., MuhammadievRin.S.,
Valiullin R. L., Valiullina D. A.

Summary

Studied the use a new form probiotic preparation B. subtilis in emulsion bacteria in palmitic
acid. In assessing the effectiveness of probiotics, it was assumed that the bacteria DNA content in
feces is proportional to their content in the intestine. Analysis of the number bacteria DNA was car-
ried out by PCR in real time. The results showed a positive effect of the use emulsified bacteria.
This was seeing in increase amount of B. subtilis in the intestine and as a consequence of their DNA
in rat feces. Increasing the number of bacteria B. subtilis was accompanied by decrease the number
of Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp. and E. coli in the intestine. The ability of bacteria B. sub-
tilis to have a positive effect on the growth rate of rats, the absence of pathogenicity and toxicity
was shown.
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ОЦЕНКА ДЫХАТЕЛЬНОЙ ФУНКЦИИ КРОВИ И ЕЁ ВЗАИМОСВЯЗЬ С
КОРТИЗОЛОМ У КОРОВ ПРИ БЕРЕМЕННОСТИ

След А.Н. – аспирант, Дерхо М.А. – д.б.н., профессор
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Последний триместр беременности
– это период, в который происходит окон-
чательное развитие и формирование плода,
подготовка организма матери к родам
[8, 9]. Это оказывает существенное влия-
ние на процессы жизнедеятельности мате-
ринского организма.

Одним из условий для нормального
протекания беременности является обес-
печение транспорта кислорода, потребно-
сти в котором в организме коровы-матери
резко возрастают за счет появления маточ-
но-плацентарного круга кровообращения
[15], обеспечивающего развитие плода.
Поэтому при беременности увеличивается
объем циркулирующей крови и, как след-
ствие, усиливается кроветворение, обеспе-
чивая прирост количества эритроцитов в
кровеносном русле. В основе данных из-

менений лежат адаптационные механизмы
[13, 14]. Особую значимость эритроциты и
их кислородтранспортные свойства приоб-
ретают в организме коровы-матери в по-
следние месяцы беременности, в который
они должны обеспечить, с одной стороны,
резко возрастающую интенсивность ткане-
вого дыхания и сопряженного с ним энер-
гетического обмена [6], а с другой стороны
– потребности фетоплацентарного ком-
плекса и расширенной матки, позволяя
впоследствии перенести кровопотери при
родах [15]. В этих условиях необходимо
поддерживать баланс между стабильным
поступлением кислорода и удалением уг-
лекислого газа, нарушение которого ини-
циирует развитие плацентарной недоста-
точности. Поэтому важно контролировать
состояние дыхательной функции крови,


