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Оценка резистентности штаммов Bacillus 
subtilis  в отношении антибактериальных 
препаратов на примере амоксициллина 
и цефтриаксона
РЕЗЮМЕ
Актуальность. В сельском хозяйстве в последнее время широко используются транзиторные про-
биотические штаммы из группы Bacillus spp. Высокий антагонистический потенциал и устойчивость 
к абиотическим факторам, обусловленная способностью к спорообразованию представителей дан-
ного рода микроорганизмов, делает их наиболее перспективными агентами для включения в состав 
кормовых пробиотиков. В связи с этим цель нашей работы —исследовать биологический потенциал 
толерантности почвенных изолятов B. subtilis в отношении антибактериальных препаратов на примере 
амоксициллина и цефтриаксона. 

Методы. Для реализации данной цели нами произведен отбор почвенных образцов с территорий с 
высоким уровнем антропогенной сельскохозяйственной нагрузки. Отбор образцов производился в 5 
точках определенного нами участка с глубины более 40 см. В качестве биологических объектов в рабо-
те использовались штаммы Bacillus subtilis. Далее работа была связана с выделением изолированных 
штаммов бактерий Bacillus subtilis, для чегонами использовались: метод серийных разведений, высев 
газоном на плотные питательные среды, выделение чистых культур и идентификация микроорганиз-
мов по культуральным характеристикам роста на плотных средах и окраске по Грамму. 

Результаты. Представлены предварительные результаты исследования антибиотикорезистентности 
представителей одного вида B. subtillis, выделенных из одного почвенного образца, но обладающих 
различным уровнем устойчивости к тестируемым антибиотикам (резистентовары). В ходе проведен-
ных исследований установлена общая закономерность чувствительности исследуемых штаммов в от-
ношении цефтриаксона и неоднородно распределяемые показатели устойчивости к амоксициллину.

Ключевые слова: почвенные изоляты, Bacillus, амоксициллин, цефтриаксон, антибиотикоре-
зистентность

Для цитирования: Сизенцов А.Н., Блиялкина Д.К., Галактионова Л.В., Сальникова Е.В. Оценка 
резистентности штаммов Bacillus subtilis  в отношении антибактериальных препаратов на при-
мере амоксициллина и цефтриаксона. https://doi.org/10.32634/0869-8155-2022-361-7-8-74-79

Evaluation of resistance of isolated soil strains 
of Bacillus subtilis to antibacterial drugs on the 
example of amoxicillin and ceftriaxone 
ABSTRACT
Relevance. In agriculture, transient probiotic strains from the Bacillus spp. group have recently been widely 
used. The high antagonistic potential and resistance to abiotic factors, due to the ability to spore formation of 
representatives of this genus of microorganisms, makes them the most promising agents for inclusion in feed 
probiotics. In this regard, the purpose of our work is to investigate the biological potential of tolerance of B. 
subtilis soil isolates to antibacterial drugs on the example of amoxicillin and ceftriaxone. 

Methods. To achieve this goal, we have selected soil samples from territories with a high level of anthropogenic 
agricultural load. Sampling was carried out at 5 points of the site we determined from a depth of more than 
40 cm. Bacillus subtilis strains were used as biological objects in the work. Further work was related to the 
isolation of isolated strains of Bacillus subtilis bacteria, for which we used: the method of serial breeding, lawn 
sowing on dense nutrient media, isolation of pure cultures and identification of microorganisms by cultural 
characteristics of growth on dense media and color by Gram. 

Results. Preliminary results of a study of antibiotic resistance of representatives of one species of B. subtillis 
isolated from one soil sample, but having different levels of resistance to the tested antibiotics (resistants), 
are presented. In the course of the conducted studies, a general pattern of sensitivity of the studied strains to 
ceftriaxone and heterogeneously distributed indicators of resistance to amoxicillin were established.
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Введение/Introduction
Интенсивное развитие агропромышленного ком-

плекса на современном историческом этапе сосре-
доточено преимущественно на повышении эффектив-
ности отрасли за счет использования инновационных 
разработок в области фармацевтической, биотехноло-
гической (животноводство) и агрохимической (расте-
ниеводство) отраслей. При этом следует отметить, что 
интенсивность применения данных технологий не учи-
тывает негативные эффекты воздействия на экологиче-
ские системы в долгосрочной перспективе [1, 2]. 

В настоящее время довольно остро встает вопрос 
об использовании антибактериальных препаратов в 
качестве структурного компонента кормовых добавок 
(кормовые антибиотики), поскольку, наряду с повыше-
нием продуктивности животных, оно не толькооказы-
вает негативное влияние на экосистемы прилегающих 
территорий (использование продуктов жизнедеятель-
ности в качестве биоорганических удобрений), но и 
способствует формированию полирезистентных форм 
условно-патогенных и патогенных микроорганизмов, 
большинство изкоторых являются почвенными микро-
организмами (B. anthracis, С. tetani, C. perfringens, C. 
botulinum и др.) Однако следует отметить, что в сель-
ском хозяйстве наряду с антибактериальными пре-
паратами в последнее время широко используются 
транзиторные пробиотические штаммы из группы 
Bacillus spp. Отметим отсутствие в литературе данных 
о наличии патологического воздействия B. subtilis на 
организм человека и животных. В экспериментальных 
исследованиях, направленных на изучение комбини-
рованного использования пробиотических препаратов 
на основе бактерий из данной группы с антибактери-
альными препаратами в отношении патогенных (S. 
enteritidis) микроорганизмов,были получены данные о 
наличии выраженного аддитивного эффекта опреде-
ленных тестируемых сочетаний. В настоящее время 
исследования в данном направлении продолжаются в 
отношении возбудителей различных патогенных и ус-
ловно-патогенных микроорганизмов [3, 4].

На основании вышеизложенного перед нами была 
поставлена цель исследовать биологический потенциал 
толерантности почвенных изолятов B. subtilis в отноше-
нии антибактериальных препаратов на примере амок-
сициллина и цефтриаксона.

Материалы и методы/Materials and methods
Достижение поставленной цели осуществлялось по-

следовательной постановкой и решением задач, первой 
из которых являлось выделение и идентификация изо-
лятов B. subtilis из почвенных образцов с высоким уров-
нем сельскохозяйственной нагрузки (использованием в 
качестве удобрений органических отходов животновод-
ческой отрасли (навоза)). Для реализации данной за-
дачи нами был произведен отбор почвенных образцов 
с территорий с высоким уровнем антропогенной сель-
скохозяйственной нагрузкой. Почвенный покров был 
представлен черноземом южным, отобранным с терри-
тории садового товарищества «Импульс» (окрестности 
г. Оренбурга, Оренбургская область). Отбор образцов 
производился в 5 точках определенного нами участка с 
глубины более 40 см. В эксперименте использовалась 
усредненная проба. В качестве основных биологиче-
ских объектов в работе использовались бактериальные 
штаммы Bacillus subtilis, выбор которых обусловлен их 
высоким биологическим потенциалом использования 
(интенсивный рост, высокие антагонистические харак-

теристики, отсутствие патогенетического действия на 
организм человека и животных). С целью выделения 
тестируемых штаммов из почвенных образцов нами 
производилась предварительная пробоподготовка, на-
правленная на снижение общего уровня контаминации 
проб вегетативными формами различных бактериаль-
ных клеток. Для этого почвенные образцы (50,0±2,0  г) 
помещались в стерильные колбы и выдерживались на 
водяной бане в течение 90 минут. Высокий уровень ре-
зистентности спор исследуемого микроорганизма обе-
спечил нам возможность их выделения на плотных пита-
тельных средах.

Следующий этап выполняемой нами работы был свя-
зан с выделением изолированных штаммов бактерий 
Bacillus subtilis, для чего нами использовались следую-
щие методические подходы: метод серийных разведе-
ний (1:10, 1:100...1:100 00), высев газоном на плотные 
питательные среды (метод Дригальского), выделение 
чистых культур (метод Коха) и идентификация микроор-
ганизмов по культуральным характеристикам роста на 
плотных средах и окраске по Грамму.

Реализация метода серийных разведений основана на 
диаметрально удаленном от точки локализованного вве-
дениядиффундировании действующего вещества (диа-
метр лунки — 5 мм, объем вносимой суспензии — 30 мкл). 
При этом следует отметить, что по мере снижения кон-
центрации действующего химического соединения (се-
рия разведений, двухкратно снижающая концентрацию 
активного вещества) производилась сравнительная 
оценка резистентности. Учет реакции производился спу-
стя 24 часа культивирования при температуре 37 °С пу-
тем замера зон подавления роста в миллиметрах [5].

В качестве регулирующего рост фактора в работе 
использовали антибактериальные химиопрепараты из 
группы b-лактамных антибиотиков — амоксициллин и 
цефтриаксон. Выбор данных препаратов обусловлен их 
широким спектром действия, а также их использовани-
ем не только в медицинской, но и ветеринарной практи-
ке для лечения острых инфекционных заболеваний [6]. 
Данные антибактериальные препараты секретируются 
из организма почками и через желудочно-кишечный 
тракт, практически не подвергаясь биотрансформа-
ции, — амоксициллин до 80%, цефтриаксон до 67%.

Результаты и обсуждение/Results and discussion
Почвенные образцы, из которых были получены изо-

ляты бактериальных штаммов, были проанализированы 
на ряд показателей, а результаты представлены в та-
блице 1 [7]. Образец чернозема южного среднесугли-
нистого гранулометрического состава по содержанию 
подвижных форм калия и фосфора характеризуется 
как очень высокообогащенный. Почвы характеризуются 
средним содержанием гумуса, реакция среды  почвен-
ного раствора близка к нейтральной.

Содержание нитрат-иона в образце чернозема ха-
рактеризуется как низкое, а значение величины элек-
трической проводимости свидетельствует об отсут-
ствии процессов засоления. 

В рамках реализации задачи по выделению почвен-
ных изолятов B. subtilis нами было идентифицирован-
но 9 штаммов представителей данного вида микроор-
ганизмов, получивших штаммовую маркировку от Р-1 
(почвенный) до Р-9 соответственно. Идентифициро-
ванные штаммы для чистоты проведения эксперимента 
пассажировались не более 3 раз; для многократно по-
вторяющихся экспериментов использовали музейные 
культуры тестируемых бактерий.
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Проводимые исследования по оценке ингибирую-

щих характеристик антибактериальных препаратов в 
отношении тест-организмов позволили нам установить 
выраженный бактерицидный эффект в отношении всех 
исследуемых микроорганизмов (табл. 2, 3).

Следует отметить, что уровень резистентности име-
ет существенные различия в отношении обоих антибак-
териальных препаратов. При этом поуровню чувстви-
тельности штаммы можно условно разделить на три 
основные группы: относительно резистентные, сслабо 
выраженной чувствительностью и свысоким уровнем 
чувствительности (табл. 1, 2). 

В отношении амоксициллина выраженную рези-
стентность проявляет тестируемый штамм Р-9, ха-
рактеризующийся либо полным отсутствием зон по-
давления (приконцентрациях антибиотика 500 мг/мл, 
31,25 мг/мл), либо слабо выраженной чувствитель-
ностью с незначительной зоной подавления роста (от 
8 мм до 10  мм), то есть по отношению к показателям 
других штаммов имеет более низкие показатели вос-
приимчивости. Наиболее чувствительным из всех 
тест-организмов является изолят Р-1, имеющий мак-
симальные значения диаметрального ингибирования 
роста при внесении максимальной концентрации ан-

тибиотика (500 мг/мл), и проявля-
ющий относительно выраженную 
чувствительность по мере снижения 
концентрации испытуемого химио-
терапевтического препарата.

Для визуализации сравнительно-
го анализа резистентности к макси-
мальным тестируемым концентра-
циям амоксициллина исследуемых 
штаммов нами была построена ди-
аграмма (рис. 1), на которой можно 
увидеть наличие выраженного инги-
бирующего действия высоких кон-
центраций антибиотика в отноше-
нии штаммов B.subtilis P-1, P-3 и P-7, 
что отчетливо регистрируется как 
превышение условного порогово-

Таблица 1. �Физико-химические характеристики исследуемой почвы

Table 1. �Physico-chemical characteristics of the studied soil

Таблица 2. �Оценка резистентности тестируемых почвенных изолятов B. subtilis в отношении амоксициллина

Table 2. �Evaluation of the resistance of tested soil isolates of B. subtilis to amoxicillin

Показатель Единица измерения Значение

N-NO3 мг/кг 2,64

Pподв мг/кг 44,52

Кподв мг/кг 1167

рНKCl ед. 7,1

рНH2O ед. 7,48

ЭП мСм/см 81,05

Гумус % 4,1

Содержание физической глины % 37

Концентра-
ция, мг/мл

Зоны ингибирования роста штаммов B. subtilis, мм

Р-1 Р-2 Р-3 Р-4 Р-5 Р-6 Р-7 Р-8 Р-9

500,0 28,33±  5,23 16,66± 0,33 19,66± 7,75 18,33± 0,33 17,33± 0,66 11,33± 2,40 20,33± 8,98 18,66± 1,33 R

250,0 23,66± 6,11 16,00± 0,01 24,00± 6,65 17,66± 1,66 15,66± 1,20 11,33± 1,76 21,00± 8,38 15,33± 1,76 8,66± 0,66

125,0 28,33± 4,40 R 25,66± 6,98 15,66± 1,20 14,33± 1,66 10,00± 0,01 22,33± 3,17 14,00± 2,01 8,66± 0,66

62,5 14,66± 1,33* 14,66± 0,33 20,00± 7,63 16,66± 0,33 14,00± 0,01 10,00± 2,30 21,33± 0,66** 13,66± 1,76 9,33± 1,76

31,25 R 13,66± 1,85 16,00± 2,30 15,00± 0,57 13,33± 0,66 R 17,66± 0,33 14,00± 2,01 R

15,63 15,00± 0,57 15,33± 1,66 13,00± 1,00 15,33± 1,33 15,00± 0,57 9,33± 1,76 15,66± 0,33** 13,33± 1,76 10,00± 0,01

7,81 23,66± 5,78 14,66± 0,66 19,33± 7,83 14,66± 0,66 15,33± 1,33 8,00± 1,15 15,00± 0,57 14,00± 2,01 8,00± 1,15

3,91 12,66± 0,66 11,66± 0,33** 17,00± 0,57 R 10,00± 1,15* 8,00± 1,15 10,00± 3,05 13,33± 2,40 7,33± 1,33

1,95 9,33± 1,76 11,66± 0,88 17,00± 0,57 R 10,66± 0,66 6,00± 0,01 14,00± 0,01 11,00± 0,57 8,00± 0,01

0,98 8,66± 1,33 R 14,66± 0,33** 11,00± 1,52 8,66± 0,66 6,00± 0,01 13,00± 0,57 13,33± 1,33 R

0,49 R R 13,66± 0,88 R 8,66± 0,66 5,00± 0,57 8,66± 1,33* 11,33± 1,76 R

0,24 13,33± 0,33 12,66± 0,66 14,66± 0,88 12,00± 0,57 11,66± 1,20 12,66± 0,66*** 10,00± 0,01* 8,66± 2,66 8,00± 0,01

0,12 11,66± 0,88 10,66± 0,66 12,66± 0,66 11,33± 0,88 10,00± 0,01 8,00± 0,01*** 8,66± 1,33* R 5,33± 0,66**

0,06 R 9,33± 0,33 10,66± 0,66 4,00± 0,01*** 9,33± 0,66 8,66± 0,66 8,66± 0,66 9,33± 0,66** R

0,03 6,00± 0,01 8,33± 1,20 R R R R R 6,00± 0,01 R

0,015 5,00± 0,57 R R R R R R 6,00± 0,01 R

0,008 6,00± 0,01 R R 4,00± 0,01 R R R 5,33± 0,66 R

0,004 9,33± 0,66*** 8,33± 0,33 10,33± 0,33 8,66± 0,66*** 6,00± 0,01 7,33± 1,76 5,33± 1,33 4,66± 0,66 6,00± 0,01

0,002 9,33± 0,66 7,33± 0,66 10,00± 0 R 4,00± 0,01 8,66± 1,33 6,00± 0,01 3,33± 0,66 R

0,001 8,66± 0,66 8,00± 1,15 R R 4,00± 0,01 8,00± 2,00 R 4,66± 0,66 R

0,0005 R R R 5,33± 0,66 6,00± 0,01 R 4,66± 0,66 4,00± 0,01 R

Примечание: * — p ≤ 0,05, ** — p ≤ 0,01, *** — p ≤ 0,001; R — резистентный (отсутствие зоны ингибирования роста); светло-серая 
заливка ячейки — высокий уровень устойчивости; темно-серая заливка ячейки — выраженная чувствительность.
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го значения (до 20 мм диаметраль-
но удаленного подавления роста). 
Однако следует отметить, что ряд 
представителей имеет выраженную 
резистентность к определенным 
концентрациям (потенцированный 
эффект). К данной категории в по-
рядке проявления резистентности 
следует отнести B.subtilis Р-2, Р-6 и 
Р-9 соответственно. 

Сравнительный анализ рези-
стентности тестируемых изолятов 
в отношении цефтриаксона свиде-
тельствует о наличии выраженного 
ингибирующего действия антибио-
тика в отношении 8 из 9 исследуе-
мых штаммов с превышением по-
рогового значения (более 30 мм), 
однако следует отметить, что штамм 
Р-6 имеет минимальные значения 
подавления роста — в среднем на 
39,06% меньше, чем у большинства 
других представителей исследуе-

Рис. 1. �Сравнительный анализ антибиотикорезистентности почвенных изолятов B. subtilis к 
высоким концентрациям амоксициллина

Fig. 1. �Comparative analysis of antibiotic resistance of B. subtilis soil isolates to high concentrations of 
amoxicillin
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Таблица 2. �Оценка резистентности тестируемых почвенных изолятов B. subtilis  в отношении цефтриаксона

Table 2. �Evaluation of the resistance of tested soil isolates of B. subtilis against ceftriaxone

Концентра-
ция, мг/мл

Зоны ингибирования роста штаммов B. subtilis, мм

Р-1 Р-2 Р-3 Р-4 Р-5 Р-6 Р-7 Р-8 Р-9

1000,0 34,33± 0,33 31,66± 0,88 33,33± 1,66 35,00± 0,01 35,00± 0,01 21,33± 1,45 35,00± 0,01 35,00± 0,01 35,00± 0,01

500,0 33,33± 0,88 30,00± 0,57 33,00± 1,52 33,00± 1,01 35,00± 0,01 18,33± 1,45 31,00± 0,57* 33,33± 1,66 31,66± 1,66

250,0 31,00± 1,01 29,33± 0,33 30,33± 0,33 31,66± 0,88 33,66± 1,33 16,33± 1,33 31,66± 1,20 32,66± 1,20 30,00± 1,15

125,0 29,66± 0,33 27,66± 1,20 28,66± 0,33* 28,33± 0,66* 30,33± 0,33 13,00± 1,73 30,33± 0,33 31,00± 1,01 32,00± 1,01

62,5 28,66± 1,33 25,00± 0,57 28,33± 0,33 27,00± 1,15 28,33± 1,66 11,00± 2,00 27,66± 0,66 29,33± 0,66 30,66± 1,20

31,25 25,00± 0,57*
20,66± 
0,33***

25,66± 0,33** 22,33± 0,88* 27,00± 1,15 R 26,00± 0,57* 28,33± 3,33 27,66± 1,45

15,63 21,66± 0,88*
18,33± 
0,33***

24,00± 0,57* 20,00± 1,52 24,33± 1,20 R 24,00± 0,57* 23,33± 0,88 24,00± 1,15

7,81 23,00± 0,57
14,66± 
0,33***

23,33± 0,66 14,66± 0,33* 23,00± 0,57 R 22,66± 0,33** 25,33± 2,02 24,00± 0,01

3,91 19,66± 0,88*
13,00± 
0,57***

19,33± 0,33** 12,33± 1,45 19,33± 1,85 20,66± 0,66
19,66± 
0,33***

18,66± 
0,88*

20,33± 
0,33**

1,95 17,66± 0,33* 10,66± 0,66* 16,33± 1,20** 10,00± 0,57 16,66± 2,02 18,33± 1,66
16,66± 
0,33***

18,00± 0,01
17,33± 
0,88**

0,98 13,66± 0,88* R 14,33± 0,33* R 13,66± 1,85 R
11,66± 
0,33***

14,66± 
1,20**

14,00± 
0,57*

0,49 12,00± 1,00 R
10,33± 
0,33***

R 14,00± 2,30 R 8,33± 0,88* 12,66± 0,88
12,00± 
0,57*

0,24 9,33± 0,33* R 8,66± 0,33* R 11,33± 0,88 R R 9,00± 0,57** 15,00± 2,88

0,12 R R R R R R R R R

0,06 R R R R R R R R R

0,03 R R R R R R R R R

0,015 R R R R R 11,33± 0,66 R R R

0,008 R 20,66± 0,33 R 17,00± 1,52 R 19,33± 1,20** R R R

0,004 R 18,33± 0,66* R 11,00± 0,57** R R R R R

0,002 13,33± 3,38 R 10,00± 0,01 R 11,00± 1,01 R 9,66± 0,33 10,66± 0,33 18,00± 0,57

0,001 R R R R R R R R R

Примечание: * — p ≤ 0,05, ** — p ≤ 0,01, *** — p ≤ 0,001; R — резистентный (отсутствие зоны ингибирования роста); светло-серая 
заливка ячейки — высокий уровень устойчивости; темно-серая заливка ячейки — выраженная чувствительность.
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мого вида микроорганизмов (табл. 3, рис. 2). По мере 
двукратного снижения концентрации данный штамм 
также проявляет относительно высокие показатели 
резистентности, вплоть до полного отсутствия инги-
бирующего действия в концентрациях от 31,25 мг/мл 
(зона подавления роста других штаммов составляет от 
20,7 мм до 28,3 мм) до 7,81 мг/мл (диаметральная зона 
отсутствия роста колеблется в диапазоне от 14,7 мм до 
25,3 мм).

В отношении цефтриаксона у всех тестируемых 
штаммов проявляется общая картина резистентности 
в концентрациях от 0,12 мг/мл до 0,03 мг/мл, что сви-
детельствует об отсутствии бактерицидного действия 
антибиотика, обусловленном гипотетически видовым 
механизмом защиты, однако по мере снижения кон-
центрации в отношении отдельных штаммов регистри-

руется наличие потенцированного 
эффекта вплоть до значений 0,001 
мг/мл.

Анализ показателей резистент-
ности тестируемых штаммов к высо-
ким концентрациям (от 1000 мг/мл 
до 250 мг/мл) цефтриаксона (рис. 
3) позволяет нам с высокой долей 
вероятности распределить изоляты 
B.subtilis по устойчивости к данно-
му антибиотику (по мере снижения 
диаметральной зоны ингибирова-
ния роста от максимального к ми-
нимальному значению) — Р-5, Р-8, 
Р-4, Р-7, Р-1, Р-3, Р-9, Р-2 и Р-6 со-
ответственно.

Выводы/  Conclusion
Представленные эксперимен-

тальные данные позволяют нам 
констатировать перспективность 
исследования штамма B.subtilis Р-6 
в отношении резистентности канти-
бактериальному препарату цефтри-

аксон (превышает показатели ближайшего по значени-
ям штамма на 44,32% в дозировке 250 мг/мл) и B.subtilis 
Р-9 (23,57%) — к амоксициллину соответственно. 

Полученные результаты исследования свидетель-
ствуют о формировании внутри одного вида, выделен-
ного из одного источника в одной временной точке, 
штаммов с различным уровнем резистентности в отно-
шении различных антибактериальных препаратов, что 
гипотетически объясняется физиолого-адаптацион-
ными механизмами приспособлениямикроорганизмов 
к негативному действию абиотических  и биотических 
факторов внешней среды, обеспечивающими выжива-
ние вида. Изученные штаммы имеют перспективы ис-
пользования в различных сферах сельскохозяйствен-
ной отрасли, как в качестве пробиотических штаммов с 
высоким уровнем антагонистических характеристик.

Рис. 2. �Сравнительный анализ антибиотикорезистентности почвенных изолятов B. subtilis к 
высоким концентрациям цефтриаксона

Fig. 2. �Comparative analysis of antibiotic resistance of B. subtilis soil isolates to high concentrations of 
ceftriaxone
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