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Исследование безопасности и пробиотических 
свойств нормофлоры рода Lactobacillus
РЕЗЮМЕ

Актуальность. На сегодняшний день поиск безопасных, эффективных и перспективных 
штаммовых культур, проявляющих высокие пробиотические свойства, в качестве основ-
ных компонентов фармакологических микробных средств является актуальным направ-
лением. В статье представлены результаты по изучению пробиотических свойств и пока-
зателя безопасности нормофлоры рода.Lactobacillus.

Материалы и методы. В качестве штаммов-пробионтов исследовали свойства 
Ligilactobacillus. agilis, Lacticaseibacillus paracasei и Ligilactobacillus. salivarius, которые 
были выделены из слепых отростков кишечника индеек. Из пробиотически значимых 
свойств полезной микрофлоры анализировали антагонистическое действие по отноше-
нию к патогенным микроорганизмам, адгезивные и антиадгезивные свойства на клеточ-
ных моделях (эритроциты крови барана и энтероциты кишечника крысиных эмбрионов). 
Безопасность штаммов-пробионтов оценивали по способности продуцировать ими ге-
молизин путем их посева на плотную питательную среду с дефибринированной кровью 
барана, а также при внутрибрюшинном введении убитой прогреванием взвеси испытуе-
мого микроорганизма в максимальной его концентрации.
Результаты. Комплекс микробиологических исследований продемонстрировал, что 
исследуемые полезные штаммы в той или иной степени проявляют пробиотические 
свойства. Результаты изучения антагонистических свойств показали, что зона задержки 
роста условно-патогенных микроорганизмов варьировала в пределах 4‒14 мм в зависи-
мости от тест-культуры. При анализе адгезивности и антиадгезивности наилучшие ре-
зультаты были продемонстрированы у штаммов Ligilactobacillus.agilis и Lacticaseibacillus.
paracasei. При оценке безопасности установлено, что исследуемые представители мо-
лочнокислых бактерий не образуют зоны гемолиза на питательной среде, а при внутри-
брюшинном введении лабораторным животным не вызывают признаков нарушения их 
здоровья и потери массы тела.
Ключевые слова: нормофлора, пробиотические свойства, антагонизм, условно- 
патогенная микрофлора, адгезия, антиадгезия, безопасность
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Study of safety and probiotic properties  
of normal flora of the genus Lactobacillus
ABSTRACT

Relevance. Today, the search for safe, effective and promising strain cultures exhibiting high 
probiotic properties as the main components of pharmacological microbial agents is a relevant 
area. The article presents the results of the study of probiotic properties and safety indicators 
of the normal flora of the genus Lactobacillus.

Materials and methods. The properties of Ligilactobacillus. agilis, Lacticaseibacillus. para-
casei and Ligilactobacillus.salivarius, which were isolated from the caecum of turkeys, were 
studied as probiotic strains. Of the probiotically significant properties of beneficial microflora, 
the antagonistic effect on pathogenic microorganisms, adhesive and anti-adhesive properties 
were analyzed in cellular models (ram blood erythrocytes and intestinal enterocytes of rat 
embryos). The safety of the probiotic strains was assessed by their ability to produce hemolysin 
by seeding them on a dense nutrient medium with defibrinated ram blood, as well as by 
intraperitoneal administration of a suspension of the test microorganism killed by heating in its 
maximum concentration.  

Results. A set of microbiological studies demonstrated that the studied beneficial strains 
exhibit probiotic properties to varying degrees. The results of studying the antagonistic 
properties showed that the growth inhibition zone of opportunistic microorganisms varied 
within 4–14 mm depending on the test culture. When analyzing adhesiveness and anti-
adhesion, the best results were demonstrated by the strains Ligilactobacillus. agilis and 
Lacticaseibacillus. paracasei. When assessing the safety, it was found that the studied 
representatives of lactic acid bacteria do not form a hemolysis zone on the nutrient medium, 
and when intraperitoneally administered to laboratory animals, they do not cause signs of 
impairment of their health or loss of body weight.
Key  words: normal flora, probiotic properties, antagonism, opportunistic microflora,  
adhesion, anti-adhesion, safety
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Введение/Introduction
Птицеводство в России — одна из ключевых 

отраслей сельского хозяйства. Играет важную 
роль в обеспечении продовольственной без-
опасности и реализации программы импорто-
замещения [1‒3]. Благодаря коротким срокам 
производства, высокой рентабельности и до-
ступности продукции оно занимает лидирую-
щую позицию в животноводстве, обеспечивая 
население мясом птицы [4–6] и яйцами, кото-
рые ценятся за питательные свойства [7, 8] и до-
ступную цену.

Интенсивное применение современных техно-
логий [9, 10], поддержка государства и высокий 
экспортный потенциал способствуют динамично-
му развитию отрасли. При комплексной поддерж-
ке и инвестициях птицеводство в России продол-
жает развиваться, сочетая экономическую выгоду 
с укреплением продовольственной безопасно-
сти [11‒15].

Пробиотические микроорганизмы являются не-
отъе млемой частью устойчивого и эффективно-
го птицеводства, способствуя здоровью птиц, 
повышению продуктивности и экологической без-
опасности производства [16‒18]. Такие микроор-
ганизмы поддерживают баланс кишечной микро-
флоры, подавляя рост патогенных бактерий, что 
снижает риск инфекций [19–22]. Пробиотики уси-
ливают иммунную систему сельскохозяйственных 
птиц, повышая их устойчивость к заболеваниям и 
стрессам [23–25]. Кроме того, пробионты улуч-
шают пищеварение и усвоение питательных ве-
ществ, способствуя ферментации неперевари-
ваемых компонентов корма и синтезу витаминов 
группы B и K [26–30]. Это приводит к ускоренно-
му росту и улучшению откорма, а также к оптими-
зации конверсии корма, что выгодно с экономиче-
ской точки зрения [31].

Использование пробиотиков на основе сим-
биотической микрофлоры снижает необходи-
мость применения антибиотиков, что уменьшает 
риск развития устойчивых к антибиотикам бакте-
рий и способствует экологической безопасности, 
снижая загрязнение окружающей среды патоге-
нами [32–35]. Пробиотики доступны в различных 
формах, что облегчает их добавление в корм или 
воду [36–39].

Научные исследования продолжают развивать 
новые штаммы и комбинации пробиотиков, делая 
их неотъемлемой частью устойчивого и эффек-
тивного птицеводства [40‒42].

Цель. работы — изучение показателя безопас-
ности и пробиотических свойств полезных штам-
мов рода Lactobacillus, выделенных из кишечного 
тракта индеек.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Эксперименты осуществлялись в январе — 

марте 2024 г. на кафедре ветеринарной медици-
ны ФГБОУ ВО РГАУ— МСХА им. К.А. Тимирязева, 
а также на базе Центра биотехнологии при ФГБОУ 
ВО «Кубанский ГАУ».

Объектом исследований являлись штаммы-про-
бионты (Ligilactobacillus. agilis,. Lacticaseibacillus.
paracasei и Ligilactobacillus.salivarius), выделенные 
из слепых отростков кишечника индеек, а микро-
биологическими и масс-спектрометрическими ме-
тодами — идентифицированные до вида1–4 [43, 44].

Изучение безопасности выделенных лактобак-
терий осуществляли путем исследования про-
дукции ими гемолизина на плотных питательных 
средах (кровяном агаре) (ООО «Биовитрум», Рос-
сия) и внутрибрюшинным введением лаборатор-
ным животным (линейным лабораторным мышам 
BALB/C, крысам линейным Wistar) (ООО «СМК 
СТЕЗАР», Россия) инактивированных штаммов- 
пробионтов согласно требованиям5.

Для изучения токсичности штаммов-пробион-
тов. in. vivo проводили тестирование путем вну-
трибрюшинного введения взвеси испытуемого 
штамма, термически обработанной при 100 °С в 
течение 30 минут, с максимальной концентрацией 
микробных клеток.

Одним из тестов, используемых для оценки 
безвредности испытуемых штаммов-пробион-
тов, является тест на продукцию ими гемолизи-
на (in.vitro). Некоторые бактерии продуцируют ге-
молизины (вещества, разрушающие эритроциты), 
относящиеся к факторам патогенности [45–49]. 
В связи с этим продукция гемолизина во многих 
случаях является маркером вирулентности.

На кровяном агаре выросшие колонии окру-
жают зоны просветления. Образование гемоли-
зинов (и, соответственно, размеры зон гемоли-
за) может быть вариабельным, и для адекватного 
определения гемолитической активности сле-
дует просматривать чашки с посевами против 
источника света [50–52].

Активность гемолизинов может проявляться 
в полном или неполном разрушении эритроци-
тов [53, 54].

1 Яруллина Д.Р. Бактерии рода.Lactobacillus: общая характеристика и методы работы с ними: учебно-методическое пособие /  
Д.Р. Яруллина, Р.Ф. Фахруллин. Казань: Казанский университет. 2014; 51.
2 МУК 4.2.2602-10 Система предрегистрационного доклинического изучения безопасности препаратов. Отбор, проверка и хранение 
производственных штаммов, используемых при производстве пробиотиков: методические указания (утв. главным государственным 
санитарным врачом РФ 21.04.2010). М.: Федеральный центр гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора. 2010; 60.
3 ОФС.1.2.4.0002.18 Микробиологическая чистота. 1.2.4. Методы биологического анализа. Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. Приказ Минздрава России от 31.10.2018 № 749 c 01.12.2018.
4  Цапиева А.Н. Микробиологический и молекулярно-генетический анализ молочнокислых бактерий как перспективных пробиотиков: 
автореф. дисс. канд. биол. наук: 03.02.03 / А.Н. Цапиева. Санкт-Петербург. 2020; 24.
5 МУ 2.3.2.2789-10 Методические указания по санитарно-эпидемиологической оценке безопасности и функционального потенциала 
пробиотических микроорганизмов, используемых для производства пищевых продуктов. М.: Федеральный центр гигиены
и эпидемиологии Роспотребнадзора. 2011; 104.
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Исследования с лабораторными животными 
проводились с соблюдением биоэтических прин-
ципов 6–9.

Антагонистические свойства исследуемых объ-
ектов определяли путем наличия (отсутствия) ин-
гибирующей активности у исследуемых штаммов 
к патогенным тест-микроорганизмам5.

Штаммы микроорганизмов из коллекции Ку-
банского ГАУ, которые были взяты как условно- 
патогенные, — Escherichia. coli. IV,. Staphylococcus.
aureus,.Staphylococcus.epidermidis,.Pseudomonas.
aerugenosa,. Staphylococcus. haemoliticus,. Esche-
richia. coli. II,. Enterococcus. avium,. Salmonella. spp.  
(в табл. 1 данные штаммы условно-патогенных 
микроорганизмов представлены под номерами 
1‒8 соответственно).

Исследуемые полезные культуры микроорга-
низмов были нанесены на плотную агаризиро-
ванную питательную бифидум-среду (ФБУН «ГНЦ 
ПМБ», Россия), культивировались при температу-
ре 36 ± 1 °С, содержание углекислоты в атмосфе-
ре — 5%, 24 ч. (компактный CO

2
  инкубатор S-Bt 

Smart Biotherm, Biosan, Латвия), затем перпенди-
кулярно росту полезных микроорганизмов были 
нанесены суточные штаммы условно-патогенных 
микроорганизмов оптической плотностью бакте-
риальной суспензии, денситометрически соот-
ветствующей 0,5 по МакФаранду (денситометр 
DEN-1, Biosan, Латвия), с последующей инкубаци-
ей при температуре 36 ± 1 °С в аэробных условиях 
(оборудование — компактный CO

2
 инкубатор S-Bt 

Smart Biotherm, Biosan, Латвия).
Учет ингибирующей активности осуществляли 

через 24 часа. Измерение зоны ингибирующей ак-
тивности осуществляли линейкой-шаблоном для 
оценки размеров зон задержки роста микроорга-
низмов PW297 (HiMedia, Индия).

Для изучения пробиотических свойств полез-
ных штаммов микроорганизмов проводили ана-
лиз на проявление ими адгезивной и антиадгезив-
ной активности согласно рекомендациям5. 
Для этого использовали суточные культуры 
штаммов-пробионтов. Объектами для ис-
следования адгезии и антиадгезии служили 
эритроциты крови барана и энтероциты ки-
шечника эмбрионов крыс, полученные са-
мостоятельно согласно рекомендациям5.

Учет реакции адгезивности проводили 
по среднему показателю адгезии (СПА) со-
гласно рекомендациям5. При СПА от 0 до 
1,0 ед. микроорганизм считали неадгезив-
ным, от 1,01 до 2,00 ед. — низкоадгезивным, 
от 2,01 до 4,00 ед. — среднеадгезивным,  
от 4,01 ед. и более — высокоадгезивным.

Для расчета антиадгезивных свойств в препа-
ратах подсчитывают число тест-культур патоген-
ного штамма (Staphylococcus aureus), прикрепив-
шихся к 50 эритроцитам (энтероцитам) в одном 
поле зрения микроскопа («Биомед 6» в комплек-
те с цифровым дисплеем, ООО «Биомед сервис», 
Россия). Параллельно подсчитывают количество 
микроорганизмов тест-штамма, прикрепивших-
ся к клеточным культурам в параллельной пробе, 
в которую добавляли лактобактерии. Сравнивают 
полученные данные и проводят учет результатов 
в процентах. Если количество клеток патогенно-
го тест-штамма, прикрепившихся к 50 эритроци-
там (энтероцитам) в смешанной с культурами лак-
тобацилл, меньше, чем в чистой пробе, считается, 
что культуры лактобацилл обладают антиадгезив-
ными свойствами.

Результаты и обсуждение / 
Results and discussion
При изучении безопасности штаммов-про-

бионтов путем анализа ими продукции гемоли-
зина in vitro на кровяном агаре установлено, что 
зоны гемолиза (просветления) вокруг колоний об-
наружены не были, что позволило классифициро-
вать гемолитические свойства объекта исследо-
ваний как отрицательные.

Результаты оценки токсичности исследуемых 
лактобацилл сведены в таблицу 1.

В ходе исследования токсичности штаммов во 
всех опытных группах была зафиксирована пол-
ная выживаемость подопытных животных. У мы-
шей и крыс отсутствовали признаки токсикоза, 
нарушения здоровья и потери массы тела к за-
вершению эксперимента. Эти результаты сви-
детельствуют о том, что штаммы Ligilactobacillus.
salivarius,.Ligilactobacillus.agilis и.Lacticaseibacillus.
paracase являются нетоксичными и, следователь-
но, безопасными в максимально используемой 
концентрации (в пределах ×109 КОЕ/мл).

Таблица.1. Токсичность штаммов-пробионтов на лабораторных 
животных (n = 10)
Table.1..Toxicity of probiotic strains on laboratory animals (n = 10)

Группа
Вид 

живот-
ного

Объем вводимой 
жидкости (доза), 
способ введения

Результат испытаний, гол.

заболело пало выжило

1-я  
опытная

мыши 1,0 мл убитой взвеси 
Ligilactobacillus.
salivarius, 
внутрибрюшинно

0 0
10

крысы 10

2-я  
опытная

мыши 1,0 мл убитой взвеси 
Ligilactobacillus.agilis, 
внутрибрюшинно

0 0
10

крысы 10

3-я  
опытная

мыши 1,0 мл убитой взвеси 
Lacticaseibacillus.
paracasei,.
внутрибрюшинно

0 0
10

крысы 10

6 European Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and other Scientific Purposes (ETS 123). Strasbourg. 
1986.
7 Guide for the care and use of laboratory animals. National Academy press. Washington, D.C. 1996.
8 Директива 2010/63/EU Европейского парламента и совета Европейского союза от 22 сентября 2010 года по охране животных, ис-
пользуемых в научных целях. 2010.
9 Рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии от 14 ноября 2023 года № 33 «О руководстве по работе с лаборатор-
ными (экспериментальными) животными при проведении доклинических (неклинических) исследований». 40 с.
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Ценным показателем пробиотических свойств 
представителей рода Lactobacillus является спо-
собность их продуцировать биологически актив-
ные компоненты, обладающие бактерицидным 
действием в отношении условно-патогенной и па-
тогенной микрофлоры. Данные свойства штам-
мов-пробионтов были охарактеризованы при 
проведении экспериментов.in.vitro на антагонизм 
путем посева культур микроорганизмов на плот-
ную питательную среду. Результаты антагонисти-
ческого воздействия изучаемых штаммов лак-
тобацилл на тест-культуры условно-патогенных 
микроорганизмов представлены в таблице 2 и 
отображены на рисунках 1, 2.

Установлено, что Ligilactobacillus. salivarius,.
Ligilactobacillus.agilis и Lacticaseibacillus.paracasei.
продуцируют метаболиты в питательной среде, 
обладающие антибактериальным действием, но 
степень влияния у штаммов-пробионтов различ-
на. Так, выявлены следующие зоны задержки ро-
ста тест-культур условно-патогенной микрофло-
ры по влиянию на них Ligilactobacillus. salivarius,.
Ligilactobacillus.agilis и.Lacticaseibacillus.paracasei: 
подавление роста Escherichia.coli.IV на 9,5, 12,0 и 
11,0 мм, Staphylococcus. aureus — на 7,5, 10,0 и 
9,5 мм, Staphylococcus. epidermidis — на 4,0, 9,5 
и 7,5 мм, Pseudomonas. aerugenosa — 5,5, 10,0 и 
11,0 мм, Staphylococcus.haemoliticus — на 6,5, 9,5 
и 9,0 мм, Escherichia.coli.II — на 9,5, 11,5 и 12,5 мм, 
Enterococcus. avium — на 12,5, 14,0 и 13,0 мм, 
Salmonella.spp. — на 7,5, 12,0 и 12,0 мм соответ-
ственно.

Оценка адгезивности по отношению к эритро-
цитам крови барана показала следующие резуль-
таты:

• Ligilactobacillus. salivarius — 1,52 ед., что со-
ответствует значению от 1,01 до 2,00 ед. (штамм 
проявляет низкоадгезивное свойство);

• Ligilactobacillus. agilis — 4,35 ед. (более 
4,01 ед.), соответственно, штамм высокоадгезив-
ный;

• Lacticaseibacillus.paracasei — 4,42 ед., штамм- 
пробионт с высокоадгезивными свойствами.

Были проведены исследования адгезивности 
по отношению к энтероцитам кишечника эмбрио-
на крыс. Полученные в результате исследования 
данные показали, что высокоадгезивные свой-
ства продемонстрировали Ligilactobacillus. agilis.
и Lacticaseibacillus.paracasei, так как значение их 
СПА составило 4,40 и 4,10 ед., при этом показа-
тель СПА Ligilactobacillus. salivarius оказался са-
мым низким — 1,70 ед., что соответствует уровню 
проявления низкоадгезивной активности.

Результаты показателя адгезии Staphylococcus.
aureus, прикрепившегося к эритроцитам, в иссле-
дованиях по изучению антиадгезивности лакто-
бактерий следующие:

• Staphylococcus.aureus — показатель адгезии 
0,64 ед. (контроль, без штамма-пробионта);

• Ligilactobacillus. salivarius — показатель ад-
гезии Staphylococcus. aureus составил 0,64 ед., 

соответственно, штамм-пробионт не проявил ан-
тиадгезивных свойств;

• Ligilactobacillus. agilis — адгезия тест-культу-
ры к эритроцитам составила 0,46 ед., штамм-про-
бионт проявляет антиадгезивное действие;

• Lacticaseibacillus. paracasei — показатель ад-
гезии Staphylococcus. aureus составил 0,32 ед., 
штамм с антиадгезивными свойствами.

Таблица.2..Антагонистические свойства исследуемых  
штаммов-пробионтов
Table.2..Antagonistic properties of the studied probiotic strains

Исследуемые 
микроорганизмы

Задержка роста в отношении 
исследуемых штаммов, мм*

1 2 3 4 5 6 7 8

Ligilactobacillus.
salivarius 9,5 7,5 4,0 5,5 6,5 9,5 12,5 7,5

Ligilactobacillus.agilis 12,0 10,0 9,5 10,0 9,5 11,5 14,0 12,0

Lacticaseibacillus.
paracasei 11,0 9,5 7,5 11,0 9,0 12,5 13,0 12,0

Примечание — *.Escherichia.coli.IV.(1),.Staphylococcus.
aureus (2),.Staphylococcus.epidermidis.(3),.Pseudomonas.
aeruginosa.(4),.Staphylococcus.haemoliticus.(5),.Escherichia.coli.II.(6),.
Enterococcus.avium.(7),.Salmonella.spp. (8)

Рис. 1. Зона задержки роста тест-культур под влиянием 
Ligilactobacillus.agilis
Fig. 1. Zone of growth inhibition of test cultures under 
the influence of.Ligilactobacillus.agilis

Рис. 2. Зона задержки роста тест-культур под влиянием 
Lacticaseibacillus.paracasei
Fig. 2. Zone of growth inhibition of test cultures under 
the influence of.Lacticaseibacillus.paracasei
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Полученные данные показывают, что антиадге-
зивные свойства по отношению к Staphylococcus..
aureus проявили штаммы-пробионты Ligilacto-
bacillus.agilis и Lacticaseibacillus.paracasei, при этом 
значение показателя адгезии тест-штамма пато-
генной культуры на эритроцитах было ниже кон-
троля на 28,1% и 50,0 % соответственно. Штамм 
Ligilactobacillus.salivarius показал аналогичный пока-
затель адгезии тест-культуры по отношению к кон-
тролю, что говорит о его низких антиадгезивных 
свойствах.

Результаты изучения антиадгезивности иссле-
дуемых штаммов-пробионтов по отношению к 
Staphylococcus. aureus, прикрепившимся к энте-
роцитам, показали следующее:

• Staphylococcus. aureus. (контроль) — степень 
адгезии тест-культуры без штаммов-пробионтов 
составила 5,58 ед.;

• Ligilactobacillus. salivarius — степень адгезии 
условно-патогенного микроорганизма была на 
уровне контроля и составила 5,58 ед., соответ-
ственно, штамм-пробионт не проявляет антиад-
гезивного действия;

•.Ligilactobacillus.agilis.— адгезия Staphylococcus.
aureus составила 4,84 ед., штамм проявляет анти-
адгезивные свойства;

• Lacticaseibacillus. paracasei — показал адге-
зию тест-культуры на уровне 5,08 ед., что говорит 
о проявлении полезным штаммом антиадгезив-
ных свойств.

Результаты исследования свидетельству-
ют о том, что штаммы Ligilactobacillus. agilis и 
Lacticaseibacillus. paracasei являются наиболее 
перспективными для дальнейшего изучения, так 

как продемонстрировали антиадгезивную ак-
тивность по отношению к тест-культуре условно- 
патогенного микроорганизма (Staphylococcus.
aureus), прикрепившегося к энтероцитам кишеч-
ника эмбриона крыс, на уровне 13,3% и 9,0 %, при 
этом Ligilactobacillus.salivarius не проявил желае-
мых свойств и уровень адгезии тест-микрофлоры 
остался в пределах контроля.

Выводы/Conclusions
Исследования показали, что полезные штаммы- 

пробионты (Ligilactobacillus.agilis,.Lacticaseibacillus.
paracasei и Ligilactobacillus.salivarius), выделенные 
из желудочно-кишечного тракта индеек, являют-
ся безопасными, поскольку по результатам про-
веденных авторами исследований не продуциру-
ют токсин гемолизин и не оказывают токсического 
воздействия на лабораторных животных. Данные 
лактобактерии в разной степени проявляют анта-
гонистические свойства, а в условиях in.vitro адге-
зивное свойство по отношению к клеточным мо-
делям, и у них также выявлено антиадгезивное 
действие по отношению к Staphylococcus.aureus, 
что говорит о формировании метаболитов, пре-
пятствующих адгезии условно-патогенных и пато-
генных тест-культур.

По совокупности проведенных авторами ис-
следований были отобраны два штамма-про-
бионта лактобактерий — Ligilactobacillus. agilis 
и Lacticaseibacillus. paracase, которые прояви-
ли максимальные пробиотические свойства и в 
дальнейшем войдут в состав разрабатываемого 
авторами биопрепарата микробного происхож-
дения.
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