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В статье приведены результаты определения антимикробных и противовирусных свойств 

штаммов бактерий рода Bacillus, выделенных из донных отложений пресноводных водоемов, с даль-
нейшим направлением их использования в качестве продуцентов ряда пробиотических культур. Изуче-
ны пробиотические свойства, антимикробная и противовирусная активность, безвредность и ток-
сичность штаммов рода Bacillus. Для дальнейшей работы при конструировании ветеринарных препа-
ратов отобрано 3 изолята: B. licheniformis, B. megaterium, B. subtilis, которые являлись безвредными и 
нетоксичными для лабораторных животных, обладали высокой амило- и целлюлолитической активно-
стью, а также широким спектром антибактериальной и противовирусной активности. Ключевые 
слова: водоемы, бактерии, изоляты, пробиотики. 
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The article presents the results of determining the antimicrobial and antiviral properties of bacterial strains 

of the genus Bacillus, isolated from the bottom sediments of ponds, with a further direction of their use as produc-
ers of probiotic cultures. The probiotic properties, antimicrobial and antiviral activity, harmlessness and toxicity of 
strains of the genus Bacillus were studied. For further work in the design of veterinary preparations, 3 isolates 
were selected: B. licheniformis, B. megaterium, B. subtilis, which were harmless and non-toxic for laboratory ani-
mals, had high amylo- and cellulolytic activity, as well as a wide spectrum of antibacterial and antiviral activity. 
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Введение. Высокая концентрация поголовья скота в условиях крупных животноводческих 

комплексов приводит к возникновению и распространению вирусно-бактериальных энтеритов у 
молодняка крупного рогатого скота [7, 9].  

В настоящее время широко используется стратегия селекционной работы с микроорга-
низмами, которая заключается в поиске природных форм, обладающих антимикробными и про-
тивовирусными свойствами  [5, 6, 8]. 

В схемы лечения и профилактики инфекционных болезней животных все чаще включают 
бактериофаги и культуры бактерий, подавляющие патогенную микрофлору за счет выработки 
антибиотикоподобных веществ [1, 4]. 

Способность спорообразующих бактерий оказывать пробиотическое действие привела к 
разработкам на их основе биопрепаратов, отнесенных к поколению так называемых самоэли-
минирующихся антагонистов. Создано более полусотни биологических препаратов, которые 
полностью или частично составлены на основе спороформирующих бактерий. Штаммы бацилл 
для ветеринарного применения чаще всего включают B.subtilis, B. licheniformis, B. coagulans, B. 
clausii, B. polyfermentans и B. cereus [1, 2, 5]. 

В связи с высоким уровнем антибиотикорезистентности и широким распространением  
факторных болезней молодняка сельскохозяйственных животных инфекционной этиологии, 
разработка биологических препаратов на основе форм микроорганизмов, обладающих выра-
женными антибактериальным и противовирусным свойствами, является актуальным научным 
направлением и требует изыскания штаммов бактерий с заданными свойствами. 

Цель работы – определение пробиотических свойств, антимикробной, противовирусной и 
ферментативной активности выделенных изолятов бактерий рода Bacillus, а также возможности 
их применения для конструирования ветеринарных препаратов, предназначенных для лечения 
и профилактики инфекционных болезней молодняка крупного рогатого скота.  
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Материалы и методы исследований. Экспериментальная работа проводилась в отделе 
вирусных инфекций РУП «Институт экспериментальной ветеринарии им. С.Н. Вышелесского», 
виварии института, научной лаборатории кафедры эпизоотологии и инфекционных болезней 
УО «Витебская ордена «Знак Почета» государственная академия ветеринарной медицины».   

В качестве объекта исследования были использованы образцы донных отложений из 11 
пресноводных водоемов, находящихся в Гомельской, Минской, Брестской и Витебской областях 
Республики Беларусь.  

Предметом исследований являлся видовой состав изолятов бактерий рода Bacillus. 
При проведении отбора образцов донных отложений пресноводных водоемов и выделе-

нии из них штаммов микроорганизмов рода Bacillus в качестве селективной среды использова-
лась среда Spizizen’s minimal salts (SMS) [10]. Выделение и идентификацию бактериальных 
изолятов проводили согласно схеме выделения Желдаковой Р.А. [2]. Идентификацию выде-
ленных изолятов проводили на автоматическом микробиологическом анализаторе «VITEK 2 
compact». 

При определении безвредности выделенных микроорганизмов готовили 24-часовые бу-
льонные культуры 12-ти изолятов бактерий рода Bacillus.   

Выращенные культуры вводили перорально белым мышам (по десять голов на каждый 
образец) по 1,0 см

3
 (однократно). Наблюдение за животными продолжали в течение 10 суток. 

Образец считался безвредным, если в течение всего срока наблюдения отсутствовала гибель 
подопытных животных. При гибели хотя бы одного животного проверку проводили на удвоен-
ном количестве мышей. Если при повторном контроле ни одно из животных не погибало, испы-
туемый образец считали безвредным. 

Опыт по определению возможной острой токсичности выделенных штаммов и определе-
ния оптимальных доз для применения проведен в два этапа: предварительный и основной. Ис-
пытуемые образцы 24-часовой бульонной культуры каждого бактериального штамма, безвред-
ного для лабораторных животных вводили белым мышам с помощью иглы-зонда с наплавлен-
ной оливой, из расчета не более 1,0 см

3
 на однократное введение. 

На предварительном этапе исследования животным вводили нативный образец 24-
часовой культуры отобранного изолята бактерий и по два десятикратных разведения. На каж-
дую дозу было взято по 3 мыши.  

На основном этапе исследования использовались нативные образцы каждого штамма и 
по 5 их двукратных разведений от 1:2 до 1:32. На каждую дозу брали по 6 мышей.  За лабора-
торными животными устанавливали наблюдение в течение 14 дней.  

Также при изучении биологических свойств изолятов бактерий нетоксичных штаммов ро-
да Bacillus, нами были изучены их пробиотические свойства, наличие у них сахаролитических и 
целлюлолитических ферментов, а также определение их антимикробных и противовирусных 
свойств. 

Для определения акктивности амилазы готовили субстратную смесь следующего состава: 
0,5 мл 2% раствора крахмала и 0,5 мл 0,2 М фосфатного буфера (pH 7,0). 

Для определения активности целлюлазы готовили субстратную смесь: 0,5 мл 2% раство-
ра КМЦ и 0,5 мл 0,2 М фосфатного буфера (pH 7,0). 

Концентрацию образовавшихся восстанавливающих сахаров определяли по калибровоч-
ному графику, построенному с использованием 0,1% раствора глюкозы (100–800 мкг/мл). 

При определении антибактериальной активности использовали следующие тест-
культуры: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Salmonella dublin, Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae. В качестве питательной среды  применили сердечно-мозговой агар с 
концентрацией агара 1,2 и 2% (рН 6,8-7,0).  

Пробойником из инокулированных тест-культурами бактерий агаровых пластинок выреза-
ли диски диаметром 10 мм, получая на каждой чашке Петри по 2 симметрично расположенных 
отверстия, в которые вносили по 0,2 мл 24-часовой бульонной культуры каждого бактериально-
го штамма. После внесения жидкости в лунки чашки Петри осторожно помещали в холодильник 
при +10°С для диффузии и спустя 2-3 ч переносили в термостат с температурой (371)°С. Че-
рез 24 ч измеряли диаметр образовавшихся вокруг лунок зон ингибирования роста тест-
культур. 

За окончательный результат испытания принимали среднее арифметическое значение 
величины диаметра зоны ингибирования роста тест-объекта, рассчитанное по данным, полу-
ченным на пяти чашках Петри для каждого тест-объекта отдельно. 

При определении противовирусной активности в качестве тест-вируса использовали ви-
рус диареи крупного рогатого скота – штамм «КМИЭВ-V120» из коллекции микроорганизмов 
РУП «Институт экспериментальной ветеринарии им. С.Н. Вышелесского».  

Для приготовления монослоя клеток в плоскодонных 96-луночных планшетах 
использовали суспензию культур клеток линии MDBK в концентрации 300 тыс. клеток/мл. В 
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лунки планшетов вносили по 100 мкл
 
поддерживающей питательной среды, а затем в те же 

лунки - суспензию клеток линии  MDBK (по 100 мкл
 
в каждую). Планшеты с культурой клеток 

инкубировали в течение 48-72 ч в термостате при температуре плюс (37±0,5)°С в атмосфере с 
объемной долей углекислого газа (4,0±0,5)% и относительной влажностью (75±5)% до 
формирования в лунках планшет сплошного монослоя, включающего только типичные клетки.  

Для проведения исследований готовили по восемь 2-кратных разведений культуральной 
жидкости (КЖ) каждого из отобранных штаммов B. licheniformis 2-1(2)-3, B. megaterium 3-1(1)-2 
2-1, B. subtilis № 3-1(1)-2 1(2). 

Отбирали по 250 мкл каждого разведения КЖ штаммов в 24-луночные круглодонные 
планшеты, в которые вносили по 250 мкл вируса (рабочая доза – 100 ТЦД50/0,1 мл), тщательно 
перемешивали и помещали на 1 час в термостат при температуре плюс (37±0,5)

о
С для контакта 

вируса с КЖ.  
Из 96-луночных планшет с хорошо развитым монослоем встряхиванием удаляли пита-

тельную среду и вносили в них приготовленные разведения КЖ с вирусом в объеме по 200 мкл 
на каждую лунку и затем по 100 мкл поддерживающей питательной среды. Для каждого разве-
дения использовали по 2 лунки. 

Планшеты инкубировали в течение 96 ч в термостате при температуре плюс (37±0,5)°С в 
атмосфере с объемной долей углекислого газа (4,0±0,5)%. 

Для контроля клеточного монослоя в лунки вносили по 200 мкл поддерживающей пита-
тельной среды. В лунки, предназначенные для контроля рабочей дозы вируса, вносили по 100 
мкл поддерживающей питательной среды. 

Для контроля рабочей дозы вируса вносили разведения вируса с активностью 100 ТЦД50, 
10 ТЦД50, 1 ТЦД50 и 0,1 ТЦД50 в объеме 100 мкл, используя по 4 лунки на каждое разведение. 

Через 72 ч после начала инкубации проводили учет результатов под микроскопом при 
увеличении в 100 раз. За титр исследуемого образца КЖ принимали величину, обратную ее 
разведению, при котором 50% клеток в культуре оказались защищены от цитопатического дей-
ствия (ЦПД) вируса.  

При изучении пробиотических свойств штаммов рода Bacillus были определены их саха-
ролитическая и целлюлолитическая ферментативная активность, а также наличие их антимик-
робных и противовирусных свойств. 

Результаты исследований. При проведении отбора и анализа состава образцов донных 
отложений пресноводных водоемов различных областей Республики Беларусь и выделении из 
них штаммов микроорганизмов рода Bacillus отобрано 11 образцов тонко- и грубодетритных 
донных отложений водоемов Гомельской, Брестской, Витебской и Минской областей Республи-
ки Беларусь, из которых выделено 15 природных изолятов бактерий. 

Из 15 выделенных изолятов идентифицировано: 12 штаммов рода Bacillus, при этом сте-
пень идентификации составила от 85 до 99% (B. subtilis – 4 изолята, B. licheniformis – 3, B. cere-
us – 2, Bacillus megaterium – 2, Lysinibacillus sphaericus – 1). В связи с неудовлетворительным 
ростом изолята Lysinibacillus sphaericus на селективной среде SMS в дальнейших эксперимен-
тах участвовали 11 из 12 выделенных штаммов. 

Результаты определения безвредности бульонных культур выделенных изолятов бакте-
рий рода Bacillus представлены в таблице 1. 

 
Таблица 1 – Показатели безвредности изолятов бактерий рода Bacillus на белых мышах 

№ 
п/п 

Штамм Количество 
выживших животных 

 

Количество 
погибших животных 

 

1 B. subtilis № 2-1(2)1 6 4 

2 B. subtilis № 2-1(2)2 5 5 

3 B. licheniformis № 2-1(2)-2 10 0 

4 B. cereus № 2-1(2)-4 3 7 

5 B. cereus № 3-1(1)-1-1 0 10 

6 B. megaterium № 3-1(1)-2 2-1 10 0 

7 B. subtilis № 3-1(1)-2 2-2 8 2 

8 B. subtilis № 3-1(1)-2 1(2) 10 0 

9 B. licheniformis № 1-1-2(2) 6 4 

10 B. megaterium (изолят 2) 2 8 

11 B. licheniformis (изолят 5) 9 1 
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Исходя из полученных результатов исследований по определению безвредности выде-
ленных изолятов штаммов бактерий, представленных в таблице 1, штаммы B. subtilis № 2-1(2)1, 
B. subtilis № 2-1(2)2, B. cereus № 2-1(2)-4, B. cereus № 3-1(1)-1-1, B. subtilis 3-1(1)-2 2-2, B. licheni-
formis 1-1-2(2), B. megaterium 2, B. megaterium 5, при введении которых наблюдалась гибель 
лабораторных животных, были удалены из дальнейшей работы.  

Штаммы B. licheniformis 2-1(2)-2, B. megaterium 3-1(1)-2 2-1, B. subtilis № 3-1(1)-2 1(2) при-
знаны безвредными для белых мышей. 

При определении острой токсичности изолятов бактерий рода Bacillus. 
 

Таблица 2 – Показатели острой токсичности изолятов бактерий рода Bacillus  

Штаммы 

Клиническое состояние животных при введении образцов  
бульонных культур в следующих разведениях 

нативный в разведении 1:10 в разведении 1:100 

B. licheniformis 2-1(2)-2 интоксикация, от-
каз от корма, гипо- 
и адинамия, вос-
становление в те-

чение 3 часов 

угнетение, гиподина-
мия, восстановление 
активности в течение 

40 минут 

гиподинамия, вос-
становление двига-

тельной активности в 
течение 15 минут 

B. megaterium 3-1(1)-2 
2-1 

B. subtilis № 3-1(1)-2 
1(2) 

 
В течение срока наблюдения (10 дней) у белых мышей не выявлено каких-либо побочных 

явлений или осложнений, случаев гибели не наблюдали. 
Результаты предварительного этапа послужили основанием для выбора доз при прове-

дении основного этапа исследования.  
В таблице 3 представлены результаты временных интервалов угнетения и гиподинамии 

белых мышей при введении образцов бульонных культур изолятов бактерий рода Bacillus в 
разведениях от 1:2 до 1:32. 

 
Таблица 3 – Определение оптимальных доз выделенных штаммов рода Bacillus  

Штаммы 
Разведения культуры 

нативный 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 

B. licheniformis 2-1(2)-2 

3 часа 90-120 минут 
60 

минут 
40 

минут 
30-35 
минут 

20-25 
минут 

B. megaterium 3-1(1)-2 2-1 

B. subtilis № 3-1(1)-2 1(2) 

 
Энтеральное введение белым мышам бульонных культур штаммов B. licheniformis 2-1(2)-

2, B. megaterium 3-1(1)-2 2-1, B. subtilis № 3-1(1)-2 1(2) в нативном виде и во всех испытуемых 
разведениях не сопровождалось гибелью мышей. При увеличении вводимых доз культур бак-
терий рода Bacillus у белых мышей отмечали признаки угнетения и гиподинамии. Степень про-
явления симптомов угнетения и их продолжительность коррелировали с величиной испытуемой 
дозы. 

Результаты определения амило- и целлюлолитической ферментативной активности вы-
деленных изолятов бактерий рода Bacillus представлены в таблице 4.  

 
Таблица 4 - Амило- и целлюлолитическая ферментативная активность выделенных             
изолятов бактерий рода Bacillus 

№
№ 
п/п 

Штамм 
Амилолитическая ак-

тивность, ед. 
Целлюлолитическая 

активность, ед. 

1
1 

B. licheniformis 2-1(2)-2 3,11 1,95 

2
2 

B. megaterium 3-1(1)-2 2-1 5,41 5,39 

3
3 

B. subtilis № 3-1(1)-2 1(2) 5,02 2,9 

 
Исходя из данных исследований, представленных в таблице 4, отобранные изоляты B. li-

cheniformis 2-1(2)-2, B. megaterium 3-1(1)-2 2-1, B. subtilis № 3-1(1)-2 1(2) характеризовались  
амилолитической активностью в диапазоне значений от 3,11 до 5,41 ед., и целлюлолитической 
активностью в значениях от 1,95 до 5,39 ед. 

Результаты определения антибактериальной активности отобранных изолятов B. licheni-
formis 2-1(2)-2, B. megaterium 3-1(1)-2 2-1, B. subtilis № 3-1(1)-2 1(2), представлены в таблице 5.  
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Таблица 5 - Антибактериальная активность выделенных изолятов бактерий рода Bacillus 

№
 № 
п/п 

Тест-культура Зоны задержки роста, мм 

B. licheniformis 2-1(2)-
2 

B. megaterium 3-1(1)-
2 2-1 

B. subtilis № 3-1(1)-
2 1(2) 

л
1 

Staphylococcus 
aureus 

20 15 18 

2
2 

Streptococcus  
agalactiae 

17 - 31 

3
3 

Salmonella dublin 25 23 21 

4
4 

Escherichia coli - 27 24 

5
5 

Klebsiella  
pneumoniae 

- 28 27 

 
Наибольшей антибактериальной активностью обладал изолят B. subtilis 3-1(1)-2 1(2), по-

давляя рост тест-штаммов: Staphylococcus aureus – зона задержки роста 18 мм, Escherichia coli 
– зона задержки роста 24 мм, Salmonella dublin – зона задержки роста 21 мм, Klebsiella pneu-
moniae – зона задержки роста 27 мм, Streptococcus agalactiae – зона задержки роста 31 мм. 

Учет результатов определения противовирусной активности проводился при условии от-
сутствия признаков дегенерации в контрольной культуре (без добавления образцов КЖ и виру-
са) и наличия ЦПД в контроле активности вируса. 

Результаты изучения противовирусной активности КЖ штаммов рода Bacillus в отноше-
нии вируса диареи крупного рогатого скота представлены в таблице 6. 

 
Таблица 6 - Результаты изучения противовирусной активности культуральной жидкости 
штаммов рода Bacillus в отношении вируса диареи крупного рогатого скота 

Штамм 
Разведение культуральной  

жидкости 
Опыт 

Контроль цитотоксичности 
препарата 

B
. 

lic
h
e

n
if
o
rm

is
 

2
-1

(2
)-

3
 

1:2 ++ -- 

1:4 ++ -- 

1:8 ++ -- 

1:16 ++ -- 

1:32 ++ -- 

1:64 ++ -- 

1:128 ++ -- 

1:256 ++ -- 

B
. 
m

e
g
a

te
ri
u

m
 

3
-1

(1
)-

2
 2

-1
 

1:2 ++ -- 

1:4 ++ -- 

1:8 ++ -- 

1:16 ++ -- 

1:32 ++ -- 

1:64 ++ -- 

1:128 ++ -- 

1:256 ++ -- 

B
. 
s
u
b
ti
lis

 

3
-1

(1
)-

2
 1

(2
) 

1:2 ++ -- 

1:4 ++ -- 

1:8 ++ -- 

1:16 ++ -- 

1:32 ++ -- 

1:64 ++ -- 

1:128 ++ -- 

1:256 ++ -- 

Контроль 
вируса 

100 ТЦД50 ++++  

10 ТЦД50 ++++  

1 ТЦД50 ++  

0,1 ТЦД50 ----  

Контроль 
клеток 

- --  

Примечания: ++ – наличие ЦПД вируса в культуре клеток; -- – отсутствие ЦПД вируса, 
монослой клеток сохранен. 
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В результате представленных в таблице 8 результатов исследований, установлено, что 
отобранные изоляты B. licheniformis 2-1(2)-2, B. megaterium 3-1(1)-2 2-1, B. subtilis № 3-1(1)-2 
1(2) нетоксичны для культуры клеток и не обладают противовирусной активностью в отношении 
тест-штамма вируса диареи крупного рогатого скота. 

Заключение. Для дальнейшего применения при конструировании пробиотических препа-
ратов, предназначенных для лечения болезней желудочно-кишечного тракта молодняка сель-
скохозяйственных животных, из 12 изолятов бактерий рода Bacillus отобраны три культуры бак-
терий: B. licheniformis 2-1(2)-2, B. megaterium 3-1(1)-2 2-1 и B. subtilis № 3-1(1)-2 1(2), которые 
обладают амило- и целлюлолитической активностью, а также широким спектром антибактери-
ального действия.  
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Определен оптимальный состав липосомообразующей композиции, включающей основные и ми-
норные стабилизирующие бислой компоненты, для инкорпорирования β-каротина (провитамина А) в 
липосомы методом  вортэксирования. Установлено, что эффективность инкорпорирования β-
каротина в липосомы достигает 100% от исходно внесенного при использовании соевого фосфати-
дилхолина и холестерина в молярном соотношении 10:1, витамина С - в концентрации 1,375  мг/мл 
суспензии, провитамина А – 11 мг/мл суспензии и антиоксиданта витамина Е в концентрации 0,16 
мг/мг суммарных липидов. Ключевые слова: β-каротин, мультиламеллярные липосомы, пероксидное 
окисление липидов, электронная микроскопия.  


