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Введение. Возможной альтернативой традиционным методам обработки химическими дезинфектантами могут служить 
эффективные и безопасные препараты на основе штаммов бактерий Bacillus subtilis. Разработка эффективных санитарно-
гигиенических средств на основе штаммов бактерий Bacillus subtilis для санации воздуха, предметов обихода и помещений,  
не оказывающих отрицательного воздействия на организм в присутствии человека, животных и птиц, является актуальной 
задачей санитарии и гигиены.
Материал и методы. В раствор гидрокарбоната и хлорида натрия вносили суспензии равного сочетания штаммов бактерий 
Bacillus subtilis ТНП-3 и Bacillus subtilis ТНП-5. Штаммы выделены из мерзлотных почв Якутии, паспортизированы и депони-
рованы во Всероссийской коллекции микроорганизмов, используемых в животноводстве и ветеринарии (ВГНКИ, г. Москва). 
Бактерицидную активность растворов «Пробиодез 3+5» изучали методом «бязевых тестов». В качестве тест-культур ис-
пользовали 2 млрд взвеси суточных культур Str. equi Н-34 и Sal. abortus equi БН-12». Эффективность санитарной обработ-
ки учитывали по уровню бактериальной обсеменённости – количество мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных 
микроорганизмов (КМАФАнМ) на коже сосков вымени.
Результаты. Надёжное обеззараживание бязевых тестов, контаминированных Str. equi Н-34, установлено при применении 
«Пробиодез	3+5»	(5•108	КОЕ/мл)	экспозиции	6	ч.	При	увеличении	дозы	B.	subtilis	в	растворе	«Пробиодез	3+5»	до	(1•109 КОЕ/мл) 
достигается надёжное обеззараживание бязевых тестов, контаминированных Sal. abortus equi БН-12, экспозиции 6 ч. Препа-
рат «Пробиодез 3+5» способствует снижению общей бактериальной обсеменённости и субклинических маститов, эффективен 
для санитарно-гигиенической обработки в молочном скотоводстве.
Заключение. Результаты проведённых исследований позволяют заключить о перспективности штаммов бактерий B. subtilis 
ТНП-3 и B. subtilis ТНП-5 для разработки эффективных, безопасных гигиенических и санирующих средств широкого  
применения.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  бактерицидная активность; Bacillus subtilis; Streptococcus equi; Salmonella abotrus 
equi; бактериальная обсеменённость; санация вымени коров.
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Introduction. A possible alternative to traditional methods of the treatment with chemical disinfectants are effective and safe preparations 
based on strains of bacteria Bacillus subtilis. The development of effective hygiene products based on Bacillus subtilis bacteria strains for 
air sanitation, household items, and rooms that do not adversely affect the body in the presence of humans, animals, and birds is an urgent 
task of sanitation and hygiene. 
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B. subtilis ТНП-5 в санации инкубационных яиц и кормов 
для зверей, обеззараживании криохранилищ от плесневых 
и токсигенных грибов [9–12]. Установлены безвредность и 
отсутствие токсичности штаммов бактерий B. subtilis ТНП-3 
и B. subtilis ТНП-5 на лабораторных животных, что пред-
полагает перспективность их применения в медицине [13].  
На основании вышеизложенного расширение области при-
менения штаммов бактерий B. subtilis ТНП-3 и B. subtilis 
ТНП-5 открывает новые перспективы их использования.

В настоящее время в связи с биологизацией сельского хо-
зяйства интенсивно разрабатываются технологии создания и 
применения биологических средств, которые могут быть од-
новременно эффективны и безопасны для животных, обслу-
живающего персонала, окружающей среды и способствовать 
получению высококачественной органической продукции.

Цель исследований – изучение бактерицидной активно-
сти санитарно-гигиенического средства на основе штаммов 
бактерий B.subtilis.

Материал и методы
Бактерицидную активность растворов «Пробиодез 3+5» 

изучали методом «бязевых тестов», согласно «Микробиоло-
гическим методам исследований и критериям оценки эф-
фективности дезинфицирующих и стерилизующих средств» 
(02.06.2010 г.). В качестве тест-культур использовали 2 млрд 
взвеси суточных культур Str. equi Н-34 и Sal. abortus equi  
БН-12, паспортизированных и депонированных во Всерос-
сийском государственном научном контрольном институте 
ветпрепаратов (ВГНКИ, г. Москва).

В качестве моющей основы использовали растворы ги-
дрокарбоната (0,5%) и хлорида натрия (1%). С целью обе-
спечения бактерицидной активности внесли в раствор 
гидрокарбоната и хлорида натрия суспензии равного со-
четания штаммов бактерий B. subtilis ТНП-3 и B. subtilis  
ТНП-5. Штаммы выделены из мерзлотных почв Якутии, 

Введение
Применение дезинфицирующих технологий, основан-

ных на использовании химических препаратов, приводит 
к ряду нежелательных последствий, таких как кумуляция в 
организме остаточных веществ, их выраженное иммуноде-
прессивное действие, трансформация во внешней среде до 
канцерогенов и экзотоксинов, коррозионное действие, не-
обходимость нейтрализации после их применения, устойчи-
вость микробиоты, вызванная многолетним использованием 
препаратов одного типа [1].

В последние годы разрабатываются новые средства ги-
гиены, санитарии на основе бактерий Bacillus subtilis, при-
меняемые в различных отраслях промышленности, сель-
ского хозяйства, медицины, охраны окружающей среды. 
Выраженная эффективность бацилл обусловлена комплек-
сом биологических свойств этих микроорганизмов: эко-
логическая безопасность, безвредность даже в высоких 
концентрациях, способность повышать неспецифическую 
резистентность организма, антагонистическая активность к 
широкому ряду патогенных и условно патогенных микроор-
ганизмов, ферментативных активностей и стабильность при 
хранении [1–8].

В результате многолетних исследований по микробной 
экологии установлено, что в микробиоценозе природной 
среды Крайнего Севера доминирующее положение занимают 
бактерии рода B. subtilis, которые характеризуются уникаль-
ным сочетанием комплекса биологически активных свойств, 
особенно выраженной антагонистической активностью про-
тив патогенных и условно патогенных микроорганизмов 
и комплексом ферментативной активности. В настоящее 
время разработаны пробиотические препараты на осно-
ве штаммов бактерий B. subtilis ТНП-3 и B. subtilis ТНП-5, 
которые успешно применяются в северном животноводстве. 
Исследования последних лет показывают эффективность 
и перспективность штаммов бактерий B.subtilis ТНП-3 и  
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Material and methods. Suspensions of an equal combination of the bacterial strains Bacillus subtilis TNP-3 and Bacillus subtilis TNP-5 
were added to a solution of bicarbonate and sodium chloride. The strains were isolated from the permafrost soils of Yakutia, certified and 
deposited in the All-Russian collection of microorganisms used in animal husbandry and veterinary medicine (VGNKI, Moscow). The 
bactericidal activity of the «Probiodes 3 + 5» solutions was studied by the method of “coarse calico tests”. As test cultures there was used 
2 billion suspension of diurnal cultures of Str. equi H-34 and Sal. abortus equi BN-12. The effectiveness of sanitization was taken into 
account according to the level of bacterial contamination - the number of mesophilic aerobic and facultative anaerobic microorganisms 
(KMAFAnM) on the skin of the nipples of the udder. 
Results. Reliable disinfection of coarse calico tests contaminated with Str. equi H-34, was established with the use of «Probiodez 3 + 5» 
(5x10 8 CFU / ml) for 6 hours exposure. By increasing the dose of B. subtilis in the solution «Probiodes 3 + 5» to (1.0 × 109 CFU / ml), there 
was reliable disinfection of coarse calico tests contaminated with Sal. abortus equi BN-12, exposure 6 hours. The drug «Probiodes 3 + 5» 
helps to reduce the total bacterial contamination and subclinical mastitis, effective for sanitary-hygienic treatment in dairy cattle breeding. 
Conclusion. The results of the studies allow making a conclusion that the bacterial strains B. subtilis TNP-3 and B. subtilis TNP-5 are 
promising for the development of effective, safe hygienic and sanitizing agents for widespread use.)
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инструкции. Эффективность санитарной обработки учиты-
вали по уровню бактериальной обсеменённости – количе-
ство мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных 
микроорганизмов (КМАФАнМ) на коже сосков вымени.

Результаты

Бактерицидное действие средств определяли по отсут-
ствию роста бактерий Streptococcus и Salmonella на средах в 
течение срока наблюдения и отсутствию в мазках при микро-
скопии и наличию тест-культур в мазках при одновремен-
ном росте на контрольных посевах на основании не менее 
трех совпадающих результатов. Результаты проведённых ис-
следований представлены в табл. 1.

Как показывают результаты опытов, обеззараживание 
бязевых тестов, контаминированных Str. equi Н-34, уста-
новлено при применении «Пробиодез 3+5» (с содержанием  
B. subtilis	5•108 КОЕ/мл) при экспозиции 6 часов. При увели-
чении дозы B. subtilis	в	растворе	«Пробиодез	3+5»	до	1	•	109 
КОЕ/мл достигается надёжное обеззараживание бязевых те-
стов, контаминированных Sal. abortus equi БН-12, при экс-
позиции 6 ч. Следует отметить, что снижение бактерицид-
ной активности растворов «Пробиодез 3+5» относительно к  
Str. equi и Sal. abortus equi в присутствии белковой защиты  
(до 20%) не установлено. Штаммы бактерий B. subtilis ТНП-3 
и B. subtilis ТНП-5 сохраняют исходные физиолого-биохи-
мические, антагонистические свойства в составе санитар-
но-гигиенического средства «Пробиодез 3+5» более 12 мес 
(срок наблюдения). Проведённые доклинические испыта-
ния показали, что «Пробиодез 3+5» является безопасным и 
не оказывает токсического и сенсибилизирующего действия 
на организм лабораторных животных.

Санитарно-гигиенические средства, оказывая бактери-
цидный эффект, должны быть гипоаллергенными, не вызы-
вать дискомфорта у животных, а при работе с гигиеническим 
средством не должны возникать потребности в использова-
нии специальных средств индивидуальной защиты обслужи-
вающего персонала.

Проведены клинические испытания «Пробиодез 3+5» (в 
концентрации B. subtilis	1,5•105 КОЕ/мл) в качестве санитар-
но-гигиенического средства для обработки сосков вымени 
коров. Эффективность санитарной обработки определяли 

паспортизированы и депонированы во Всероссийской кол-
лекции микроорганизмов, используемых в животноводстве 
и ветеринарии (ВГНКИ, г. Москва).

При постановке опытов учитывали содержание равного 
сочетания штаммов бактерий B. subtilis ТНП-3 и B. subtilis 
ТНП-5 «Пробиодез 3+5» в КОЕ в 1 мл раствора. Испытали 
в составе «Пробиодез 3+5» разные дозы B. subtilis	–	1,5	•	105 
КОЕ/мл;	5	•	108	КОЕ/мл;	1	•	109 КОЕ/мл, при экспозициях 
15; 30 мин, 1; 3; 6; 18; 24 ч.

В растворах «Пробиодез 3+5» определяли pH с использо-
ванием pH-метра «Mettler Toledo». Для изучения зависимо-
сти активности растворов «Пробиодез 3+5» от присутствия 
органических веществ добавляли к суспензии тест-культур 
20% инактивированную лошадиную сыворотку при конта-
минации бязевых тест-объектов.

Для определения бактерицидного действия бязевые тест-
объекты, контаминированные тест-культурами, погружа-
ли в растворы «Пробиодез 3+5». При этом учитывали дозу  
B. subtilis в растворах «Пробиодез 3+5» и время воздействия. 
По истечению заданной экспозиции тест-объекты извлекали 
из растворов, промывали 3-кратно в стерильной дистилли-
рованной воде. Далее проверяли жизнеспособность тест-
культуры посевом на питательные среды и микроскопией 
выросших микроорганизмов.

Посевы выдерживали в термостате при температуре 37 °С 
в течение 18–24 ч. Каждый опыт сопровождали контролем. 
Контрольный материал обрабатывался аналогично опытно-
му, только вместо испытуемого средства брали раствор, со-
держащий 1% NaCI и 0,5% NaHCO3.

Клинические испытания «Пробиодез 3+5» для обработ-
ки сосков вымени коров проводили в животноводческом 
комплексе «Сырдаах» в ОАО «Сахаплемобъединение». Хо-
зяйство специализируется на товарном производстве моло-
ка. Соски вымени коров ежедневно после вечернего доения 
обрабатывались санитарно-гигиеническим средством «Про-
биодез 3+5» в концентрации B. subtilis	(1,5•105 КОЕ/мл) в те-
чение 1 мес. Средство наносили с помощью опрыскивателя 
«Pompa a precompressione» на кожу сосков вымени в течение 
3–5 с из расчёта 1 мл на 1 сосок. До и после испытаний взяты 
смывы с сосков вымени коров для микробиологических ис-
следований, также исследовали на наличие субклинического 
мастита с применением экспресс-теста «Масттест», согласно 
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Т а б л и ц а  1
Результаты бактерицидного действия растворов «Пробиодез 3+5» по отношению к Salmonella abortus equi БН-12  
и Streptococcus equi Н-34

Экспозиция

«Пробиодез 3+5» с содержанием Bacillus subtilis ТНП-3 и Bacillus subtilis ТНП-5 Контроль – 
раствор с содержанием 

1% NaCI + 0,5% NaHCO3

pH 9,2 ± 0,1
1,5 ∙ 105 КОЕ/мл 

pH 9,1 ± 0,1
5 ∙ 108 КОЕ/мл 

pH 9,1 ± 0,1
1 ∙ 109 КОЕ/мл 

pH 9,1 ± 0,1

Salmonella Streptococcus Salmonella Streptococcus Salmonella Streptococcus Salmonella Streptococcus

15 мин + + + + + + + +

30 мин + + + + + + + +

1 ± ± ± ± ± ± + +

3 ч ± ± ± ± ± ± + +

6 ч ± ± ± – – – + +

18 ч ± ± ± – – – + +

24 ч ± ± ± – – – + +

П р и м е ч а н и е. (+) – рост тест-культур (Salmonella abortus equi БН-12 и Streptococcus equi Н-34); (±) – одновременный рост тест-
культуры и Bacillus subtilis; (–) – отсутствие роста тест-культуры, рост Bacillus subtilis.
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этого средства, и подтвердило результаты предыдущих ис-
следований о выраженной антагонистической активности 
указанных штаммов к широкому спектру патогенных и ус-
ловно патогенных микроорганизмов [9–13].

При диагностических исследованиях на субклинический 
мастит с применением экспресс-метода «Масттест» установ-
лено, что за 30-дневный период применения «Пробиодез 
3+5» заболеваемость маститом снизилась на 5,7%. Получен-
ные результаты подчёркивают важность санитарно-гигиени-
ческой обработки при производстве молока. Коровье молоко 
является основным продуктом молочного животноводства. 
За последние годы как в мире, так и в нашей стране возросли 
требования к санитарному качеству производимого молока. 
Наиболее важными в санитарном отношении являются по-
казатели степени чистоты молока и его бактериальной об-
семенённости. Одним из основных источников загрязнения 
молока патогенной микрофлорой служат больные маститом 
коровы, некачественная обработка вымени до и после до-
ения [14].

Таким образом, в результате клинических испытаний 
«Пробиодез 3+5» с содержанием штаммов бактерий B. subtilis 
ТНП-3 и B. subtilis	ТНП-5	(в	концентрации	1,5•105 КОЕ/мл) 
для санитарной обработки сосков вымени коров установлено 
снижение количества общей бактериальной обсеменённости 
(в 110 раз) и субклинических маститов (на 5,7%), не отмече-
но аллергических реакций у животных и обслуживающего их 
персонала. На «Способ санации вымени коров с применени-
ем штаммов бактерий B. subtilis ТНП-3 и B. subtilis ТНП-5» 
получен патент РФ под № 2694204, зарегистрированный в 
Государственном реестре изобретений РФ 09.07.2013 г. [15].

Заключение
Результаты проведённых исследований позволяют за-

ключить о перспективности штаммов бактерий B. subtilis 
ТНП-3 и B. subtilis ТНП-5 для разработки эффективных,  
безопасных гигиенических и санирующих средств широкого 
применения.

по уровню бактериальной обсеменённости (КМАФАнМ) на 
коже сосков вымени. Также учитывали результаты экспресс-
диагностики на наличие скрытых маститов у дойных коров.

Результаты представлены в табл. 2.
Как показывают результаты микробиологических ис-

следований, если в начале испытаний до обработки общая 
бактериальная обсеменённость сосков вымени составляла 
22,6•105	КОЕ/мл,	то	в	конце	–	20,6	•	103 КОЕ/мл. Следо-
вательно, при ежедневной санитарной обработке сосков  
вымени коров средством «Пробиодез 3+5» в течение месяца 
установлено снижение КМАФАнМ в 110 раз.

Обсуждение
Значительное снижение общей бактериальной обсеме-

нённости кожи сосков вымени коров при ежедневной сани-
тарной обработке «Пробиодез 3+5» в течение 30 дней пока-
зало высокую бактерицидную активность штаммов бактерий 
B. subtilis ТНП-3 и B. subtilis ТНП-5, являющихся основой 
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Т а б л и ц а  2
Результаты испытаний «Пробиодез 3+5» для обработки  
вымени коров

Период 
исследования

Всего 
голов

КМАФАНМ 
на коже сосков 

вымени, КОЕ/см3

Количество коров, 
положительно 
реагирующих 

на «Масттест» 
(субклинический 

мастит)

До обработки 82 22,6 ∙ 105 23%

После 30-дневной 
обработки

82 20,6 ∙ 103 17,3%
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