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Широко известна эффективность при-
менения различных пробиотиков для про-
филактики и коррекции дисбиозов у лю-
дей и животных, вызванных многими пато-
генными и условно-патогенными микроор-
ганизмами. В процессе жизнедеятельности 
бактерии-пробионты вырабатывают ком-
плекс биологически активных соединений, 
избирательно воздействующих на болез-
нетворные бактерии. Например, лизоцим 
резко снижает способность грамотрица-
тельных бактерий к делению и размноже-
нию, молочная кислота замедляет их рост, 
перекись водорода разрушает их клеточ-
ную стенку. Бактериоцины обладают бак-
териостатистическим действием на гра-
мотрицательную и грамположительную 
флору. По силе воздействия на негативную 
кишечную микрофлору, а также на мик-
рофлору влагалища препараты из живых 
бактерий могут быть альтернативой анти-
биотикам. Дополнительным механизмом, 
усиливающим защитные свойства пробио-
тиков, является обмен сигнальными моле-
кулами с иммунокомпетентными клетка-
ми слизистых оболочек, стимулирующий 
продукцию секреторного иммуноглобули-
на А, комплемента, лизоцима и блокирую-
щий прикрепление патогенных бактерий к 
поверхности слизистой (1,3,4).

В ветеринарии назрела необходимость 
применения пробиотиков  с антагонисти-
ческими свойствами против микобактерий 
туберкулеза в связи с тем, что молодняк 
скота обычно заражается туберкулезом 
алиментарным путем в первые дни жизни.

В литературе хорошо освещены  различ-
ные методы изучения антагонистического 
действия пробиотиков на различные бактри-
альные патогены. Чаще всего культуры за-
севают на чашки Петри с питательным ага-
ром перпендикулярными штрихами или пе-
рекрещивающимися каплями. Существенно 
отличаются и критерии оценки полученных 
результатов, но чаще всего о степени анта-
гонистической активности бактерий судят 
по величине зоны задержки роста индика-
торных микробов. Значительно реже оцени-
вается количество индикаторных бактерий 
(КОЕ), на которое представители пробио-
тиков оказывают ингибирующее действие. 
Поэтому данные, получаемые различными 
авторами при изучении микробного антаго-
низма не всегда однозначны (2).

Трудность изучения антагонизма про-
биотиков и патогенных микобактерий за-
ключается в особенностях биологии этих 
видов: очень медленный рост и особые 
требования к средам затрудняют их одно-
временное выращивание.
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Целью данного исследования явилась 
разработка различных способов изучения 
антагонистической активности пробиоти-
ка «Окарин» по отношению к микобакте-
риям различных видов.

Материалы и методы. В работе ис-
пользованы штаммы микроорганизмов, 
полученные из ГИСК им.Л.А.Тарасевича 
(г.Москва): M.tuberculosis (шт.Академия), 
M.bovis (шт. Vallee, Ravenal, BCG), M.avium 
(шт.ГИСК), M.phlei (1).  Пробиотик «Ока-
рин» выпускает фирма ИмБио (г.Нижний 
Новгород) филиал фирмы «Микроген» 
(г.Москва) в лиофилизированной форме. 
В состав пробиотика «Окарин» входят  три 
штамма Escherichia coli (Г-35-1/59, Г-35-
2/60, Г-35-3/61) и один штамм Enterococcus 
faecalis (Г – 35- 4/62). 

Лиофилизированный пробиотик для 
работы разводят в изотоническом раство-
ре хлорида натрия так, чтобы в 1мл содер-
жалось 5±2 х 107КОЕ.

Микобактерии культивировали на 
плотных яичных средах Левенштейна-
Иенсена и Финн-2. Инкубирование проби-
отика, микобактерий и смеси пробиотика 
с микобактериями проводили на среде Со-
тона. Разведение культур микобактерий в 
изотоническом растворе хлорида натрия 
проводили так, чтобы в контроле при по-
севе 10мкл суспензии микроорганизмов на 
плотную среду вырастало от 20 до 40 коло-
ний. Эти разведения отрабтывали для каж-
дого штамма отдельно.

Фильтраты культуральных жидкос-
тей готовили с помощью стерилизующих 
фильтров type GSO 0,22мкм для шприцов 
с предварителным центрифугированием 
при 4000 об\мин. Гретые фильтраты и гре-
тую суспензию пробиотика «Окарин»  по-
лучали прогреванием  пробирок с куль-
туральными жидкостями на водяной бане 
при 100° С в течение 5-10 минут.

Опыты по изучению бактерицидной 
активности фильтратов проводили следу-
ющим образом:

1 серия – засевали суспензию микобак-
терий в объеме 10мкл, содержащую взвесь 
с концентрацией  приблизительно 500 мл-
рд. клеток в 1 мл  с последующим фильтро-
ванием через 6 суток выращивания

2 серия – засевали суспензию пробиоти-
ка в объеме 10 мкл, содержащую

5-10х107 КОЕ в 1мл с последующим 
фильтрованием через 6 суток выращива-
ния (серия 2а – негретый фильтрат, серия 
2б – гретый фильтрат )

3 серия – засевали суспензию пробиоти-
ка в объеме 10 мкл, содержащую 

 5-10х107 КОЕ в 1мл и через 6 суток вы-
ращивания при 37°С прогревали при 100°С 
на водяной бане в течение 5-10 минут.

4 серия – засевали суспензию пробиоти-
ков и микобактерий ( отдельно для 4 видов: 
а, б, в, г) в тех же объемах соответственно 
с последующим фильтрованием через 6 су-
ток выращивания.

Измеряли рН культуральных фильтра-
тов. Наслаивали фильтраты и гретую сус-
пензию пробиотика на плотные питатель-
ные яичные среды в количестве 1мл и вы-
держивали в термостате при 37°С до пол-
ного всасывания в среду. После всасывания 
фильтратов и суспензии проводили посе-
вы микобактерий пяти видов на 3 пробир-
ки с плотной средой и культивировали до 
40 дней при 37°С.

Во всех опытах проводили контроль-
ные посевы для сравнительного подсче-
та колоний на средах с культуральны-
ми фильтратами и без них. Опыты счита-
ли правильно поставленными, если коли-
чество микроорганизмов в контрольных 
посевах колебалось от 20 до 40 колоний 
и было легко считаемым. После подсче-
та колоний в контроле и в опыте вычис-
ляли индекс блокирования роста (ИБР):
ИБР = К1/К2 , где К1  – количество коло-
ний в контроле, К2  – количество колоний 
в опыте.

Все опыты проводили в трехкратной 
повторности._

Результаты и обсуждение. Посевы ми-
кобактерий в среду Сотона не выявили их 
роста в течение 10 суток инкубации. Посе-
вы пробиотика «Окарин» на среду Сото-
на дали через 2 суток достаточно хороший 
рост, сопоставимый по плотности с посе-
вом на мясо-пептонный бульон.

Измерение рН фильтратов показало 
незначительные колебания  от 6,9 до 7,2, 
что не могло отразиться на росте микобак-
терий. В опытах по изучению воздействия 
культуральных фильтратов  (четырех се-
рий) на рост микобактерий (табл.) были 
получены следующие результаты: культу-
ральные фильтраты серии 1 не оказывали 
действия на скорость роста и количество 
колоний микобактерий при выращивании 
их  на двух питательных средах. 

Фильтраты серии 2 ( гретые и негре-
тые) снижали число колоний микобактерий 
в 2,4 – 3,6 раза. Гретая суспензия пробиоти-
ка «Окарин» (серия 3) оказывала такое же 
действие на микобактерии как и его филь-
траты, снижая число колоний микобакте-
рий в 2,4 раза . Фильтраты серии 4 (совмест-
ное инкубирование пробиотика и микобак-
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терий четырех видов) существенно влияли 
на количество выросших колоний микобак-
терий, снижая их число в 6-9 раз.

Отмечено также бактериостатичес-
кое действие фильтратов (серия 4) : появ-
ление колоний в присутствии таких препа-
ратов отставало на 2-10 дней по сравнению 
с контролем. Исследование влияния срока 
хранения культуральных фильтратов при 
4°С выявило их активность в течение 1 го-
да хранения ( срок наблюдения).

Таким образом, в результате проведе-
ния опытов разработаны два способа изу-
чения антагонистической активности про-
биотика «Окарин» по отношению к четы-
рем видам микобактерий. Наиболее перс-
пективным  оказался  способ, основанный 
на совместном инкубировании пробиоти-
ка и микобактерий с последующим полу-
чением стерильного фильтрата и изучения 
его действия на рост колоний микобакте-
рий. Повидимому совместное инкубирова-
ние пробиотика «Окарин» и микобактерий 
стимулирует выработку пробиотиком бак-
териоцинов, угнетающе влияющих на рост 
культур микобактерий.

Особый интерес представляют собой 
фильтраты, полученные при совместном 
инкубировании пробиотика и M.phlei. Это 

сапрофитный вид микобактерий, доста-
точно далекий по таксономии от туберку-
лезных микобактерий, однако фильтрат, 
полученный после совместного инкубиро-
вания с пробиотиком так же активен, как и 
фильтраты, полученные после инкубиро-
вания пробиотика с туберкулезными ми-
кобктериями. 

Выводы.
1. Разработаны способы изучения ан-

тагонистического воздействия пробиоти-
ка «Окарин» на патогенные микобактерии 
с использованием стерильных культураль-
ных фильтратов, полученных в результате 
выращивания пробиотика  и пробиотика с 
микобактериями разных видов.

2. Фильтраты, полученные после вы-
ращивания пробиотика «Окарин» на сре-
де Сотона (гретые и негретые) оказывают 
умеренное влияние на рост микобактерий, 
снижая КОЕ в 2-3 раза.

3. Пробиотик «Окарин» в жидкой син-
тетической среде Сотона в присутствии 
микобактерий вырабатывает бактерицид-
ные вещества, оказывающие бактериос-
татическое и бактерицидное действие на 
рост патогенных микобактерий и снижаю-
щее КОЕ микобактерий при выращивании 
на плотных питательных средах в 6-9 раз.

Таблица
Индекс блокирования роста (ИБР) препарата «Окарин» 

по отношению к штаммам патогенных микобактерий

№ серии 
опытов Варианты опыта

Штаммы
Среднее
значение 

ИБР
M.avium 
(ГИСК)

M.tuberc.
(Академия)

M.bovis
(Vallee)

M.bovis
(Ravenal)

M.bovis
(BCG)

1
Фильтрат суспен-
зии микобактерий

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

2а
Фильтрат проби-
отика негретый

3,2 2,0 1,3 4,6 1,0 2,42

2б
Фильтрат проби-
отика гретый

5,0 1,0 4,0 1,48 6,0 3,67

3
Суспензия про-
биотика гретая

1,4 2,6 1,0 1,0 6,0 2,4

4а
Фильтрат пробиоти-
ка с M.bovis(BCG)

15,8 5,5 5,1 5,5 7,1 7,8

4б
Фильтрат пробиоти-
ка с Mtuberc/(Acad.)

10,0 3,1 5,1 6,5 5,36 6,07

4в
Фильтрат пробиоти-
ка с M/avium (ГИСК)

8,5 5,2
1,7
    

12,75 10,0 7,62

4г
Фильтрат робиоти-
ка с M.phlei (№1)

14,0 5,3 9,6 - - 9,6

Примечание: - – исследование не проводили

РЕЗЮМЕ
Разработаны способы изучения антагонистической активности пробиотика «Окарин» на патоген-
ные микобактерии с использованием стерильных культуральных фильтратов, полученных в резуль-
тате выращивания пробиотика или пробиотика с микобактериями в жидкой среде Сотона. В при-
сутствии микобактерий пробиотик вырабатывает активные бактериоцины, снижающие КОЕ мико-
бактерий при выращивании на плотных средах в 6-9 раз.
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Зона Южного Урала относится к числу 
неблагополучных регионов, так как на ее 
территории имеется большое количество 
биогеохимических провинций. (А.А. Ка-
быш, 1967, 2006, Г.П. Грибовский, 1996, Т.А. 
Шепелева, 1998 и др). 

На территории Челябинской области 
химический состав питьевой воды, почв 
и произрастающих на ней растений чрез-
вычайно разнообразен. Здесь обнаружи-
ваются районы с повышенным или пони-
женным содержанием тех или иных хи-
мических элементов. Например, Октябрь-
ский район характеризуется недостатком 
Co, Mn, Cu и избытком B, Ni, Fe, Красно-
армейский район – недостатком Co, Mn, S 
и избытком Fe, F, Cu, B, Si, Ti, Брединский, 
Карталинский и Варненский районы – не-
достатком Co, Mn, I и избытком Mg, Ni, Sr, 
Ba и другие.

Данное обстоятельство вызывает раз-
личную биологическую реакцию организ-
ма, особенно растущего (приспособление, 
эндемические заболевания, уродства и ги-
бель). Так, в ГУ ОПСП «Троицкое» Челя-
бинской области, являющееся, на сегод-
няшний день, самым крупным сельскохо-
зяйственным предприятием, занимающим-
ся разведением и выращиванием крупно-
го рогатого скота, наблюдали различные 
отклонения в развитии животных: теля-
та часто рождались слабыми, при хоро-
шем содержании и кормлении у живот-
ных снижалась продуктивность. Кроме то-
го, у телят наблюдалась низкая сопротив-

ляемость к различным негативным факто-
рам внешней среды (перепады температу-
ры, высокая влажность), в результате чего 
у животных возникали простудные заболе-
вания, которые часто проходили с рециди-
вами и гибелью.

Поэтому одной из задач нашей работы 
было выяснение влияния экологических 
факторов на физиологические функции 
организма, деятельность функциональных 
систем клинически здоровых (условно) те-
лят в условиях ГУ ОПСП «Троицкое» Че-
лябинской области - геохимической про-
винции Южного Урала. Для этого, нами 
были проведены клинические обследо-
вания телят, лабораторные исследования 
кормов, воды, молока, используемого для 
выпаивания телятам, и крови.

При общем обследовании телят в воз-
расте до 4 месяцев было установлено, что 
примерно у 25-30% животных наблюда-
лась задержка формирования скелета и 
мышечной ткани, ригидность мышц, по-
вышенная возбудимость, анемичность, 
сухость и складчатость кожи, бледность 
слизистых оболочек, нарушения в разви-
тии шерстного покрова (огрубение, пло-
хое удержание волоса в волосяных луко-
вицах, его тусклость, ломкость, взъеро-
шенность, алопеции, утолщение эпидер-
миса (рис. 1, 2).

При клиническом осмотре молодня-
ка были выявлены различные нарушения 
функций желудочно-кишечного тракта 
почти у всех обследуемых животных (ги-
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ВЛИЯНИЕ ЭКОЛОГИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ 
НА ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ ОРГАНИЗМА 
И ДЕЯТЕЛЬНОСТЬ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ 
СИСТЕМ У ТЕЛЯТ В БИОГЕОХИМИЧЕСКОЙ 
ПРОВИНЦИИ ЮЖНОГО УРАЛА
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