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Введение. В промышленном 

птицеводстве длительное время 

считалось основополагающим при-

менение кормовых антибиотиков 

для снижения развития вторичных 

инфекций [1]. Однако при пораже-

нии кишечника и усиленной де-

сквамации слизистой существует 

высокий риск попадания крупных 

молекул антибиотика в кровоток 

и далее в мышечную ткань [2].

Кормовые антибиотики ори-

ентированы на разрушение на-

ружной клеточной стенки бакте-

рий, поэтому подавляют преиму-

щественно Грам-положительную 

микрофлору. При этом антибио-

тики могут оставаться в мясе, даже 

после его термической обработки.

Применение бактериальных 

вакцин в птицеводстве сложно 

технологически (особенно инъек-

ционных препаратов), а формиро-

вание иммунного ответа длитель-

но; при вакцинации, например, 

от сальмонеллы вакцины зачастую 

не вызывают достаточной пере-

крестной защиты от разных серо-

типов патогена, циркулирующих 

на птицефабриках [3].

Нанометаллы блокируют не

только экзоферменты бактерий, 

но и ферменты пищеварительного 

тракта организма хозяина- птицы. 

Также необходимо учитывать, что 

взаимодействие металла с белко-

выми структурами клеток эпите-

лиоцитов приводит к ускорению 

десквамации, и при длительном 

применении создает условия для 

развития сепсиса [4].

Применение бактериофагов 

долгое время считалось решени-

ем проблемы антибиотикорези-

стентности. Однако чтобы заменить 

антибиотики фагами, необходимо 

учитывать ряд характеристик, обе-

спечивающих высокую специфич-
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дазы на динамику роста тестовых 

изолятов микроорганизмов (МО) 

были проведены на базе лабора-

тории болезней птиц Института 

экспериментальной ветеринарии 

Сибири и Дальнего Востока (ИЭВ-

СиДВ) СФНЦА РАН.

В качестве объекта исследова-

ний был использован препарат 

«Новатур»® (ООО «Новабиотик», 

Россия). Препарат представляет 

собой фермент глюкозооксидазу 

в водорастворимой форме с ито-

говой концентрацией 200,0 г/т. 

Активность фермента – не ниже 

1000,0 ед./г; рабочий диапазон 

pH – 2,5-7,0; диапазон рабочей 

температуры – 30,0-70,00С при 

оптимуме 37,0-40,00С.

Для тестирования использовали 

изоляты МО, выделенные у птицы 

и из промышленных птицеводче-

ских объектов, и отличающиеся 

высокой устойчивостью к физико- 

химическим факторам внешней 

среды:

1. Escherichia coli №2863/22 – 

изолят, выделенный из открытого 

водоема, используемого животны-

ми для водопоя и водоплавающей 

птицей. Характеристики: чувстви-

телен к антибактериальным пре-

паратам широкого спектра дей-

ствия; устойчив к нагреву до +450С; 

устойчив к ультрафиолетовому об-

лучению (длина УФ-волны 290 нм) 

до 20 мин.

2. En t e rococcus  faeca l i s 

№2959/22 – изолят, выделенный 

из опорного аппарата птицы (бе-

дренный сустав). Характеристики: 

обладает высокой протеолитиче-

ской активностью (на модифици-

рованном агаре Эйкмана просвет-

ление вокруг колонии появлялось 

уже спустя 18 ч инкубирования); 

устойчив к широкому спектру ан-

тибиотических препаратов (в част-

ности к гентамицину, канамицину, 

амоксициллину, тетрациклину, док-

Экстракты растений, также из-

вестные как фитобиотики, исполь-

зуют в кормлении животных и пти-

цы благодаря их антимикробной, 

противовоспалительной, антиокси-

дантной и антипаразитарной актив-

ности [8,9]. Однако из-за сложного 

состава биоактивных компонентов 

проводить систематические и все-

сторонние токсикологические ис-

следования, оценку безопасности, 

активности трав и их экстрактов 

затруднительно, так как нормы 

и регламенты на этот счет пока от-

сутствуют [5].

Таким образом, в современном 

мире остается актуальным поиск 

препарата с широким спектром 

антибактериальной активности, при 

этом применимого в разные техно-

логические периоды, без необхо-

димости учета времени выведения 

самого препарата (либо его метабо-

литов) в период предубойной вы-

держки птицы. Такой высокоэффек-

тивной альтернативой антибиотикам 

может стать использование фермен-

тов, например, глюкозооксидазы. 

Применение этого фермента исклю-

чает формирование антибиотикоу-

стойчивых штаммов микроорганиз-

мов ввиду того, что его антибакте-

риальный эффект в значительной 

степени зависит от его способности 

генерировать и накапливать пере-

кись водорода в окружающей среде 

в результате перекисного окисления 

глюкозы [10].

Цель исследования – опре-

делить в опыте in vitro антибак-

териальную эффективность ре-

комендованной дозы препарата 

глюкозооксидазы в отношении 

условно- патогенных и патогенных 

микроорганизмов, часто выделя-

емых с объектов промышленных 

птицеводческих предприятий.

Материал и методика иссле-

дований. Исследования по опре-

делению влияния глюкозоокси-

ность к определенному виду бак-

терии. Поскольку фаги являются 

вирусами, иммунная система орга-

низма птицы может рассматривать 

их как активный антиген и, следо-

вательно, они могут быть быстро 

элиминированы из системного 

кровообращения за счет клиренса 

ретикуло- эндотелиальной системы 

до того, как они аккумулируются 

в местах- мишенях, или же они мо-

гут инактивироваться механизма-

ми адаптивной иммунной защиты. 

Длительная терапия может приво-

дить к тому, что бактерии приоб-

ретают устойчивость к фагам путем 

мутации [5]. Некоторые фаги могут 

выживать в кишечнике только тог-

да, когда количество бактерий до-

стигает определенного числа. Фаги 

могут только уменьшать, но не пол-

ностью устранять S. typhimurium 

в кишечнике животных [6].

Маннанолигосахариды, как пре-

биотики, сами по себе не могут ин-

гибировать и убивать патогены, по-

этому они не могут предотвращать 

или лечить бактериальные инфек-

ции, как это делают антибиотики [5].

Препараты на основе органи-

ческих кислот применяют в пти-

цеводстве для подавления разви-

тия патогенных бактерий в корме 

и воде. Одной из новых проблем, 

связанных с использованием ор-

ганических кислот в качестве аль-

тернативы антибиотикам, является 

их способность повышать выжива-

емость чувствительных к кислоте 

патогенов, подвергающихся воз-

действию низкого pH, путем ин-

дукции у них толерантности к кис-

лоте [7]. К негативным сторонам 

органических кислот также можно 

отнести истощение поджелудочной 

железы и формирование и рост 

популяции бактерий, которые, раз-

рушая низкомолекулярные орга-

нические кислоты, используют их 

в качестве источника энергии [5].
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На первом этапе изоляты МО

восстанавливали суточным культи-

вированием при 37,00С из лиофи-

торов. При их отсутствии быстро 

переключается на немукоидный 

фенотип.

сициклину, норфлоксацину, энроф-

локсацину, офлоксацину, флорфе-

николу, хлорамфениколу, полимек-

сину, фуразолидону, цефотаксиму, 

линкомицину, азитромицину, ти-

лозину); устойчив к УФ-облучению 

(длина волны 290 нм) до 30 мин, 

повышенным температурам (до 

+450С), кислотам и их солям.

3. Salmonella enterica subspecies 

houtenae №2838/22 – изолят, вы-

деленный из комбикорма для про-

мышленной птицы. Характеристики: 

чувствителен к антибиотикам, за ис-

ключением полипептидной группы 

(полимиксин); устойчив к кормо-

вым антибиотикам – флавофосфо-

липол, энрамицин, авиламицин, 

вирджиниомицин, мультиомицин 

+ китасамицин, бацитрацин; устой-

чив к нагреву до +450С, устойчив 

к УФ-облучению (длина волны 

290 нм) до 30 мин.

4. Pseudomonas aeruginosa 

№2368/21 – изолят, выделенный 

с поверхности оборудования 

системы водопоения. Характе-

ристики: устойчив к гентамици-

ну, канамицину, амоксицилли-

ну, амоксиклаву, ампициллину, 

тетрациклину, доксициклину, 

норфлоксацину, энрофлоксаци-

ну, офлоксацину, флорфениколу, 

хлорамфениколу, полимексину, 

фуразолидону, цефотаксиму, суль-

фаниламидам, триметоприму, 

линкомицину, тилозину; устойчив 

к нагреву до +600С, обработка УФ 

(290 нм) – устойчив до 60 мин; об-

ладает выраженной каталазной 

активностью. Обладает способ-

ностью инактивировать перекис-

ные соединения и слабые раство-

ры формальдегида. Мукоидная 

(биопленкообразующая) форма 

изолята способна производить 

мукоидный альгинат (т.е. образу-

ет слизь, защищающую бактерии) 

в большом количестве при воз-

действии неблагополучных фак-
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Рис 2. Динамика роста Enterococcus faecalis №2959/22
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Рис 1. Динамика роста Escherichia coli №2863/22
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Рис 3. Динамика роста Salmonella enterica subsp. houtenae №2838/22
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Рис 4. Динамика роста Pseudomonas aeruginosa №2368/21
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Рост тестового изолята энтеро-

кокка в контрольной лунке начи-

нался спустя 17 ч с начала инкуба-

ции. Во всех экспериментальных 

лунках рост не отмечен (рис. 2). 

Через 29 ч инкубации концентра-

ция энтерококка составила 8,6х109 

КОЕ/мл, ни в одной из эксперимен-

тальных лунок рост не выявлен.

В контрольной лунке рост тесто-

вого изолята сальмонеллы начи-

нался уже спустя 3,5 ч, тогда как 

во всех экспериментальных лун-

ках рост не отмечен (рис. 3). Спу-

стя 29 ч инкубации концентрация 

патогена составила 6,9х109 КОЕ/мл, 

ни в одной из экспериментальных 

лунок рост не выявлен.

В контрольной лунке рост тесто-

вого изолята синегнойной палоч-

ки начинался уже спустя 3,5 часа 

с момента инкубации планшеты, 

а спустя 29 ч ее концентрация со-

ставила 9,2х1010 КОЕ/мл. При этом 

во всех экспериментальных лун-

ках рост отмечен не был (рис. 4).

Заключение. Эксперимен-

тально установлено, что препарат 

«Новатур»® (ООО «Новабиотик», 

Россия), содержащий фермент 

глюкозооксидазу в водораствори-

мой форме с итоговой концентра-

цией 200,0 г/т, оказывает стойкий 

бактерицидный эффект в отноше-

нии полевых изолятов Escherichia 

coli №2863/22, Enterococcus faeca-

lis №2959/22, Salmonella enterica 

subsp. houtenae №2838/22, Pseu-

domonas aeruginosa №2368/21, 

обладающих рядом характеристик, 

препятствующих воздействию 

на них стандартных методов тера-

пии и профилактики.

лизированного состояния на сре-

дах, обогащенных факторами 

роста (бульон Хоттингера, мясо-

пептонный бульон и мясо-пеп-

тонный агар), с добавлением 5,0% 

стерильной сыворотки лошади. 

Из суточных культур МО готови-

ли взвесь с концентрацией 0,5 ед. 

по MакФарленду (1,0х108 КОЕ/мл) 

на стерильном физрастворе (0,9% 

растворе хлорида натрия). Получа-

емую взвесь тестировали методом 

серийных разведений на прибо-

ре спирального посева EasySpiral 

(Interscience, Франция) с последу-

ющей оценкой результата на при-

боре подсчета колоний Scan 500 

(Interscience).

На втором этапе пересев МО 

проводили в забуференную пеп-

тонную воду (ЗПВ; ООО «НПЦ 

«Биокомпас- С», Россия), приготов-

ленную согласно рекомендациям 

производителя. Для культивиро-

вания МО использовали полисти-

роловый плоскодонный прозрач-

ный 96-луночный планшет Thermo 

Scientific (Thermo Fisher Scientific, 

США; cat. №456529) с крышкой.

В лунки планшета вносили 

по 180,0 мкл стерильной ЗПВ, 

после чего в экспериментальные 

лунки вносили взвесь микроорга-

низмов (1 млрд. КОЕ/мл) в 6 по-

вторах в объеме 10,0 мкл. В лунки 

положительного контроля вноси-

лась взвесь МО в объеме 10,0 мкл 

и 10,0 мкл стерильного физраство-

ра. В лунки отрицательного контро-

ля вносили 20,0 мкл стерильного 

физраствора. В эксперименталь-

ные лунки вносили по 10,0 мкл 

стерильного физраствора с фер-

ментом, создавая его итоговую кон-

центрацию 200,0 г/т.

Для выравнивания старта роста 

и снижения влияния манипуля-

ций на динамику роста планшет 

находился на подложке из ДТ16 

на охлаждаемом столике (темпе-

ратура +4,00С).

Заполненный планшет закрыва-

ли крышкой и помещали в Tecan 

Spark 10M (Tecan, Швейцария), 

устанавливали программу: шей-

кирование каждые 10 мин при 

96 об./мин, амплитуде 6 мм, 

+37,00С. Оценку оптической плот-

ности каждой лунки проводили 

в автоматическом режиме, после 

шейкирования, каждые 15 мин, 

с усреднением показателей по

9 лучам. Длина волны 530 нм. 

Мониторинг и контроль работы 

оборудования проводили посред-

ством SPARKCONTROL Dashboard.

Через 29 ч из инокулированных 

МО лунок были отобраны образ-

цы для определения концентраций 

микроорганизмов, которое прово-

дили методом спирального посева 

EasySpiral (Interscience). После чего 

проводили подсчет КОЕ/мл по по-

лученным оптическим плотностям 

методом сплайн- интерполяции.

Результаты исследований 

и их обсуждение. В контрольной 

лунке рост тестового изолята ки-

шечной палочки начинался спустя 

3,25 ч с начала инкубации план-

шеты. Во всех экспериментальных 

лунках рост не отмечен (рис. 1). 

Спустя 29 ч инкубации концентра-

ция бактерий составила 6,8х109 

КОЕ/мл, во всех эксперименталь-

ных лунках рост не выявлен.
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Antibacterial Activity of Glucose Oxidase Against Resistant 

Pathogens Typical to Poultry Farms

Marina A. Leonova1, Sergey V. Leonov1, Ekaterina A. Tareeva1, Maksim A. Silin2

1Siberian Federal Scientific Centre of Agrobiotechnologies of Russian Academy of Sciences; 2NOVABIOTIC, LCC

Abstract. The aim of the work was to study the effect of enzyme glucose oxidase on opportunistic and pathogenic 

microorganisms: Escherichia coli (isolated from an open water basin used by animals for watering and by water-

fowl), Pseudomonas aeruginosa (from the surface of drinking equipment in a poultry house), Enterococcus faecalis 

(from the femur of a bird), Salmonella enterica subsp. houtenae (from commercial compound feed for poultry). 

The isolates studied are highly resistant to broad-spectrum antibacterial drugs and physical and chemical environ-

mental factors. A suspension of daily bacterial cultures (1.0x109 CFU/mL) was added to the wells of a flat-bottom 

plate with buffered peptone water; the enzyme (as preparation Novatur®) in concentration 200 ppm was added 

to the experimental wells. Incubation and reading wer carried out on Tecan Spark 10M line according to the pro-

gram: shaking every 10 minutes, 96 RPM and an amplitude 6 mm, +37.00C, assessment of optical density after 
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shaking at wavelength 530 nm every 15 minutes, averaging of 9 beams. It was found that during 29 hours of the 

incubation the enzyme inhibited growth of the tested bacteria, as opposed to the control wells where the enzyme 

was not added and where the increases in the concentrations of the pathogens during 29 hours of incubation to 

6.8-9.2х109 CFU/mL were found.

Keywords: antibiotic resistance, glucose oxidase, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus, Salmonella, anti-

bacterial effect.
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