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Реферат. Антагонистическая активность лактобактерий в кишечнике в отношении 
различных энтеропатогенных микроорганизмов может варьировать в широких преде-
лах, в т. ч. в зависимости от видового состава лактобиоты кишечника. Цель настоя-
щей работы заключалась в определении антагонистической активности представите-
лей отряда Lactobacillales, выделенных от кур на птицефабриках с разными уровнями 
инфицированности сальмонеллами. Тест-объектом являлись куры родительского стада 
и цыплята-бройлеры кроссов Ross 308 и Hubbard F-15 с пяти птицефабрик. Три птицефа-
брики характеризовались низким уровнем инфицированности птицы сальмонеллами (ме-
нее 5 % по клоакальным смывам в ПЦР и отсутствие выделения сальмонелл из пищевой 
продукции). Две птицефабрики отличались высоким уровнем инфицированности сальмо-
неллами (инфицированность птицы по клоакальным смывам более 10 % и официальное 
неблагополучие по сальмонеллезу ввиду выделения культур сальмонелл в пищевой продук-
ции). Уровень инфицированности оценивали методом ПЦР в режиме реального времени 
после предварительного субкультивирования клоакальных смывов на бульоне Шэдлера. 
Антагонистическую активность лактобактерий и родственных видов бактерий, выде-
ленных от этих же кур, проводили в тестах по сокультивировнию на бульоне Шэдлера 
с последующим выявлением сальмонелл на RVS-бульоне. Птицефабрики с низким уровнем 
инфицированности сальмонеллами характеризовались наличием L. reuteri в качестве ма-
жорного компонента лактобиоты кишечника и обладали более высокой антагонистиче-
ской активностью в отношении большего числа культур сальмонелл (отношение шансов 

(OR) 17,33 (СI 95= 5,990–50,077)).
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Abstract. The antagonistic activity of lactobacilli in the intestine in relation to various enteropatho-
genic microorganisms can vary within wide limits, including depending on the species composition 
of the lactobiota of the intestine. The purpose of this work was to determine the antagonistic activity 
of representatives of the order Lactobacillales isolated from chickens in poultry farms with different 
levels of Salmonella infection. The test object was the chickens of the parent herd and broiler chickens 
of crosses Ross 308 and Hubbard F - 15 from five poultry farms. Three poultry farms were charac-
terized by a low level of salmonella infection in birds (less than 5% for cloacal swabs in PCR and 
the absence of salmonella isolation from food products). Two poultry farms were characterized by a 
high level of Salmonella infection (poultry infection by cloacal swabs of more than 10% and official 
salmonellosis disadvantage due to isolation of Salmonella cultures in food products). The level of 
infection was evaluated by real-time PCR after preliminary subculture of cloacal swabs on Shadler’s 
broth. The antagonistic activity of lactobacilli and related bacterial species isolated from the same 
chickens was carried out in co-cultivation tests on the Shadler broth with subsequent identification of 
salmonella on the RVS broth. Poultry farms with low Salmonella infection were characterized by the 
presence of L. reuteri as a major component of intestinal lactobiota and had a higher antagonistic 

activity against more Salmonella cultures (odds ratio (OR) 17.33 (CI 95 = 5.99-50.07776))

Лактобактерии воспринимаются многи-
ми исследователями в качестве важнейшего 
компонента микробиоты кишечника, обеспе-
чивающего в том числе устойчивость цыплят-
бройлеров ко многим кишечным инфекциям. 
Антибиотическая и пробиотическая актив-
ность лактобактерий складывается из дей-
ствия продуцируемых ими бактериоцинов, 
а также органических кислот, спиртов, пере-
кисей и других метаболитов, накапливаемых 
ими в процессе роста и развития [1–4].

Важное значение в антагонистической 
активности лактобиоты кишечника кур в от-
ношении сальмонелл имеет видовой состав 
представителей семейства Lactobacillaceae [4, 

5]. Существует мнение, что антагонистиче-
ская активность лактобактерий в кишечнике 
в отношении различных энтеропатогенных 
микроорганизмов может варьировать в широ-
ких пределах, в т. ч. в зависимости от видово-
го состава лактобиоты кишечника [5, 6].

Особый интерес вызывает Lactobacillus 
reuteri – широко распространенный, а в ряде 
случаев доминирующий компонент нормаль-
ной микрофлоры кишечника человека и жи-
вотных, продуцирующий бактериоцин реу-
терин (3-гидроксипропиональдегид, 3-HPA) 
[7–9]. Реутерин является низкомолекулярным 
водорастворимым соединением и ингибирует 
бактериальный рост путем модификации ти-
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оловых групп белков и малых молекул и ин-
дукции окидативного стресса [10].

Реутерин активен в отношении широ-
кого спектра грамположительных и гра-
мотрицательных бактерий, в том числе 
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, 
Collinsella, Listeria, Clostridium, Escherichia, 
Salmonella, Yersinia, Aeromonas, Helicobacter, 
Pseudomonas, Shigella и Campylobacter, а так-
же по отношению к ряду простейших, виру-
сов и грибов, обнаруживаемых в кишечнике 
млекопитающих и птицы [9, 11–13]. При этом 
бактерии обладают разной чувствительно-
стью к реутерину (например, у молочнокис-
лых бактерий она снижена) [14].

Таким образом, L. reuteri модулирует со-
став кишечной микрофлоры. Штаммы L. 
reuteri показали хороший потенциал для ис-
пользования в качестве пробиотиков у чело-
века и животных [7, 13, 15–17]. Для повы-
шения эффективности пробиотиков, а также 
активации имеющейся нормальной микро-
флоры используются пребиотики. В случае L. 
reuteri в качестве пребиотиков может быть ис-
пользовано введение экзогенных источников 
глицерина, к которым относится большин-
ство жиров, витамина B12 в качестве кофак-
тора фермента, синтезирующего реутерин, 
а также ингибиторов ферментов, принима-
ющих участие в его деградации – например, 
1,3-пропандиола и его структурных аналогов, 
более устойчивых к разрушению или более 
эффективно связывающихся с ферментом 
[15]. Другой перспективный механизм – ис-
пользование соединений, переключающих 
метаболизм глицерина на синтез реутерина. 
Выявление таких соединений, а также их эф-
фективных комбинаций позволит в дальней-
шем разработать новый эффективный преби-
отический или синбиотический комплекс для 
нормализации кишечной микрофлоры и про-
филактики инфекционных заболеваний сель-
скохозяйственной птицы.

Цель настоящей работы заключалась 
в определении антагонистической активно-
сти представителей отряда Lactobacillales, 
выделенных от кур на птицефабриках с раз-
ными уровнями инфицированности саль-

монеллами. Необходимо было выделить из 
кишечника кур на птицефабриках, благопо-
лучных и неблагополучных по сальмонел-
лезу, коллекцию лактобактерий, сальмонелл 
и энтерококков и оценить антагонистическую 
активность штаммов отрядов Lactobacillales 
и Enterococcaceae в отношении Salmonella 
enterica.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЙ

Тест-объектом являлись куры родитель-
ского стада и цыплята-бройлеры кроссов 
Ross 308 и Hubbard F-15 с пяти птицефа-
брик. Три птицефабрики характеризовались 
низким уровнем инфицированности птицы 
сальмонеллами (менее 5 % по клоакальным 
смывам в ПЦР и отсутствие выделения саль-
монелл из пищевой продукции). На двух дру-
гих птицефабриках отмечен высокий уровень 
инфицированности сальмонеллами (инфици-
рованность птицы по клоакальным смывам 
более 10 % и официальное неблагополучие 
по сальмонеллезу ввиду выделения культур 
сальмонелл в пищевой продукции).

Ночные культуры лактобактерий разводи-
ли в среде MRS до 0,2 OD600, инокулировали 
по 20 мкл на 200 мкл бульона Шэдлера и инку-
бировали 6 ч при 37°С. После инокулировали 
культуры сальмонелл. Культуры сальмонелл 
(суточные) ресуспендировали в LB-бульоне 
до 0,5 OD600 (~4·108 КОЕ/мл). Далее разводи-
ли в 10 раз и вносили по 20 мкл на 240 мкл 
(посевная доза ~3,3·106 КОЕ/мл). В качестве 
контроля каждую культуру сальмонелл сеяли 
в лунки без образцов помета и образцы поме-
та без добавления сальмонелл плюс контроли 
стерильности. Инкубировали 24 ч при 37°С. 
По 20 мкл содержимого лунок пересевали на 
планшет с RVS-бульоном. Параллельно де-
лали пересев на микропланшет с селенито-
вым бульоном. Остальной материал замора-
живали для последующего выделения ДНК. 
Культуры сальмонелл использовали из этой 
же птицефабрики (11 культур).

Анализ уровня зараженности S.enterica 
кишечника кур проводили методом ПЦР 
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с предварительным обогащением проб путем 
культивирования в жидкой питательной среде 
по следующей схеме:

– пробы отбирали из клоаки;
– проводили посев кишечного содержи-

мого в пептонную воду, после инкубации 
в течение 6 ч бактерии осаждали центрифуги-
рованием и из осадков выделяли ДНК обще-
принятым методом [8].

Для определения наличия сальмонелл 
использовали Real-time PCR c Taqman- 
зондом. В реакции использовали праймеры  
со следующими нуклеотидными последо- 
вательностями: Sm1b 5′ATGGGAGCATATTC- 
GTGGAGCAATG-3′, Sm2u 5′-ATGGTCAAG- 
GCTGAGGAAGGTA-CT-3 и флуоресцент- 
ный Taqman-зонд Sm3 FAM-5′-TGCTCGTAAT- 
TCGCCGCCATTGG-3′BHQ1 [7].

Данные обрабатывали статистически 
методом анализа четырехпольной таблицы. 

Хи-квадрат и отношение шансов (Odds Ratio) 
рассчитывали общепринятыми методами. 
Уровень статистической значимости опреде-
ляли по методу Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Инфицированность птицы сальмонел-
лами на разных птицефабриках варьиру-
ет в широких пределах и не укладывается 
в нормальное распределение, а это значит, 
что есть факторы, значимо влияющие на бла-
гополучие птицефабрик по сальмонеллезу. 
Инфицированность цыплят-бройлеров саль-
монеллами условно неблагополучных брой-
лерных птицефабрик в среднем составляла 
7,5 %, колебания инфицированности в птич-
никах варьировали от 0 до 15 %. Культуры лак-
тобактерий, выделенные от кур на предпри-

Таблица 1
Доминирующий штамм лактобактерий на птицефабриках с различным уровнем инфицированности 

сальмонеллой 
The dominant  lactobacilli strain in poultry farms with different levels of Salmonella infection

Вид Штамм Номер птицефабрики
Благополучные по сальмонеллезу птицефабрики

L. reuteri 5 1
L. reuteri 8 2
L. salivarius 58 -
L. reuteri 102 3
L. reuteri 103 3
L. reuteri 117 3

Неблагополучные по сальмонеллезу птицефабрики
Enterococcus spp. 231 4
Enterococcus spp. 220 5
Enterococcus spp. 225 5
L. salivarius 227 5
Enterococcus spp. 229 5

ятиях с разным уровнем инфицированности 
сальмонеллезом, представлены в табл. 1.  

Проведенный анализ показал, что крити-
чески важен видовой состав лактобактерий 
кишечника. Следует отметить, что домини-
рующим компонентом лактобиоты кишечни-
ка на благополучных птицефабриках была L. 
reuteri. На неблагополучных по сальмонел-
лезу птицефабриках L. reuteri не была обна-
ружена, а превалировали Enterococcaceae. 

Антагонистическая активность микробиоты 
кишечника птицы в отношении сальмонелл – 
один из наиболее значимых факторов в огра-
ничении инфицированности [4].

Из анализа четырехпольной таблицы, 
в которой оценивались частоты наличия и от-
сутствия противосальмонеллезной антагони-
стической активности культур лактобактерий 
в зависимости от уровня благополучия пти-
цефабрики, следует, что отношение шансов 
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Таблица 3
Антагонистическая активность представителей семейств Lactobacillaceae и Enterococcaceae в отношении 

Salmonella enterica 
Antagonistic activity of representatives of Lactobacillaceae and Enterococcaceae against Salmonella enterica

Вид Штамм Доля ингибированных культур сальмонелл,%
L. reuteri 5 75
L. reuteri 8 100
L. salivarius 58 100
L. reuteri 102 87,5
L. reuteri 103 37,5
L. reuteri 117 37,5
Enterococcus spp. 231 50
Enterococcus spp. 220 12,5
Enterococcus spp. 225 12,5
L. salivarius 227 25
Enterococcus spp. 229 0

Таблица 2
Частоты наличия и отсутствия антагонизма Lactobacillales против сальмонеллы, n

Periodicity of the presence and absence of antagonism of Lactobacillales against salmonella, n
Наличие антагонистической  

активности
Птицефабрики, неблагополучные 

по сальмонеллезу
Птицефабрики, благополучные по 

сальмонеллезу
Есть 9 32
Нет 39 8

(OR) было 17,33 (СI 95= 5,990–50,077), хи-
квадрат равнялся 32,89 (P<0,0001) (табл. 2).

Таким образом, лактобактерии, являю-
щиеся доминантным компонентом лактоби-
оты кишечника птиц на благополучных в от-
ношении сальмонеллезов птицефабриках, 
чаще проявляли антагонистическую актив-
ность против сальмонелл. Риск выявления 
лактобактерий и родственных им бактерий, 
не обладающих противосальмонеллезной 
активностью, на неблагополучной по саль-
монеллезу птицефабрике возрастает в 17,33 

раза. Инфицированность птицы родительско-
го стада сальмонеллами довольно высока для 
взрослой птицы, со сформированным имму-
нитетом, микрофлорой и после проведения 
вакцинопрофилактики.

Оценка антагонистической активности in 
vitro показала, что лактобактерии, выделен-
ные от птицы заведомо неблагополучных по 
сальмонеллезу птицефабрик, характеризова-
лись незначительным спектром антагонисти-
ческой активности и могли подавлять от 50 до 
0 % культур сальмонелл (табл. 3).

Культуры лактобактерий, выделенные на 
птицефабриках с низким уровнем инфициро-
ванности сальмонеллами, характеризовались 
существенно более высоким уровнем антаго-
нистической активности в отношении саль-
монелл, подавляя от 37,5 до 100 % культур по-
левых изолятов сальмонелл.

В связи с тем, что таксономическая струк-
тура микробиоты кишечника птицы на раз-
ных птицефабриках не может быть идентич-

ной, то и тестирование антибактериальных, 
пробиотических и иных ветеринарных пре-
паратов противосальмонеллезной направлен-
ности in vitro и в условиях вивария не может 
гарантировать воспроизведение положитель-
ных результатов на других птицефабриках. 
Разработка противосальмонеллезных меро-
приятий, нацеленных на снижение уровня ин-
фицированности птицы, должна подразуме-
вать эмпирический подбор препаратов и схем 



«Вестник НГАУ» – 1 (54)/2020 53

ВЕТЕРИНАРИЯ И ЗООТЕХНИЯ

применения в сочетании с лабораторной оцен-
кой их эффективности. Последовательный 
выбор новых схем противосальмонеллезных 
мероприятий с большей эффективностью, 
чем предыдущая схема, создает более пер-
спективные предпосылки для создания эпи-
зоотического благополучия по сальмонеллезу 
птицы, чем необоснованный и случайный вы-
бор из десятков существующих на рынке ве-
теринарных препаратов.

ВЫВОДЫ

1. Птицефабрики с низким уровнем ин-
фицированности сальмонеллами характери-
зовались наличием L. reuteri в качестве ма-
жорного компонента лактобиоты кишечника 

и обладали более высокой антагонистической 
активностью в отношении большего числа 
культур сальмонелл (отношение шансов (OR) 
17,33 (СI 95= 5,990–50,077)).

2. Представители отряда Lactobacillales, 
являющиеся мажорными видами лактобиоты 
кишечника кур на птицефабриках с высоким 
уровнем инфицированности сальмонеллами, 
характеризовались меньшей антагонистиче-
ской активностью в отношении сальмонелл, 
также изолированных от кур.

Работа выполнена при поддержке КП ФНИ 
СО РАН «Микробиом человека и сельскохозяй-
ственных животных. Изучение возможностей кор-
рекции» (задание № 778–2018–0112 и № 0309–
2018–011).
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