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Цель проекта:
• Цель научного исследования: разработатьсредства профилактики социально-значимых инфекций продуктивныхживотных, включающие пробиотическиемикроорганизмы, с целевойантагонистической активностью квозбудителям пищевых зооантропонозныхинфекций Campylobacter jejuni, Salmonellaenterica var. Enteritidis, Escherichia coli.
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Международная лаборатория созданиясредств профилактики социально-значимых инфекций продуктивныхживотных на базе ФГБУ «ВГНКИ»
Соисполнители:1. ФГБОУ ВОМГАВМиБ-МВАимени К.И. Скрябина.2. ОАО «Институт инженерной иммунологии».3. Alltech Ltd.
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Наше преимущество
• «ВГНКИ» имеет лицензию на работу спатогенными микроорганизмами третьейгруппы.• Созданной лаборатории выделены помещениявивария научно-производственной базы«Манихино» ФГБУ «ВГНКИ» дляиндивидуального и группового содержанияподопытных и контрольных животных и птиц.Общая площадь лаборатории с виварием составит325кв.м.
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АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ –ГЛОБАЛЬНАЯ ПРОБЛЕМА XXI ВЕКА
•Проблема антибиотикорезистентности (АБР) - одна из
самых актуальных в глобальном масштабе.•Каждый десятый человек в мире умирает отбактериальных болезней, занимающих три пункта всписке 10 ведущих причин смертности в мире.•Глобальную ежегодную смертность от самыхраспространенных лекарственно-устойчивых штаммовинфекций оценивают не менее чем в 700 000 человек.•Мировая ежегодная смертность из-заантибиотикорезистентности достигнет к 2050 году 10миллионов человек.
(по материалам доклада Щепеткиной С.В., Белгород, 10.04.2018 г.)
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ЧЕМ ОПАСНА АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬДЛЯ ЛЮДЕЙ?
•Даже микродозы антибиотиков, поступающие в организм человека,
приводят к развитию антибиотикорезистентности микроорганизмов,обитающих в организме.•Возникает перекрестная резистентность микрорганизмов, организмзащищает свою микрофлору, делая ее устойчивой к попадающим извнеантибиотикам, в том числе остаточными количествами в продуктахпитания.•Наличие в организме устойчивой микрофлоры приводит кнеэффективности лечения любых инфекций, а следовательно, огромнымзатратам как в масштабе семьи, так и в масштабе государства.•Болезни, вызванные антибиотикорезистентными микроорганизмами,характеризует более тяжелое и длительное течение, затраты на лечение –огромны.• •Группы риска -– дети и пожилые люди.• •В настоящее время постоянно обнаруживаются резистентныебактерии к новейшим препаратам.
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2019
55-95% E.COLI В РФ РЕЗИСТЕНТНЫ К АНТИБИОТИКАМ, 2019



Задача: снизить и защищать постояннуюрезистентность бактерий к антибиотикам в будущем

2019
45-75% САЛЬМОНЕЛЛЫ В РФ РЕЗИСТЕНТНТЫ К АНТИБИОТИКАМ, 2019



Состояние микробиома птицы –ключ к получениювысококачественной продукцииптицеводства.
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Факторы, влияющие на изменениемикробиоценозов
• - чрезмерное применение дезинфицирующихсредств;• - бактериальная обсемененность кормов;• - смена рационов;• - применение кормовых антибиотиков;• - вакцинации;• - стрессы.
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Сравнительная характеристика кормовых добавок,альтернативных антибиотикам.
Кормовые добавки Механизм действия

Кормовые ферменты
Повышение переваримости компонентов корма перераспределение питательных

веществ в пользу организма-хозяина, снижение риска заболеваний.

Пробиотики Адсорбция на кишечном эпителии, синтез органических кислот – вытеснение
патогенной микрофлоры.

Пребиотики Создание благоприятных условий для действия пробиотиков. Связывание
патогенов и выведение их из пищеварительного тракта.

Подкислители Влияние на рН корма, влияние на рН в кишечнике, подавление патогенов.

Фитобиотики Уничтожение части кишечных микроорганизмов – перераспределение
питательных веществ в пользу организма-хозяина, снижение риска заболеваний.



Критерии выбора пробиотиков
• Соответствие природе животных ( молочнокислыебактерии, бифидо бактерии, сенная палочка (Bacillussubtilis), Bacillus licheniformis, энтерококки.• Высокий уровень концентрации полезноймикрофлоры – не менее 108 КОЕ/г.• Прохождение через кислотный барьер желудка(защита от инактивации кислотами желудка)• Формирование устойчивого ценоза на поверхностикишечника.• Доминатность по отношению к патогенной флоре.• Пролонгированный период действия.



Актуальность проекта
• Стремительный рост инфекционной заболеваемости исмертности предполагает выход на новый уровеньпрофилактических мер, направленных на снижениераспространения социально значимыхантибиотикорезистентных зооантропонозных инфекций(C. jejuni, S. enterica var. Enteritidis, E. coli), передающихсячеловеку через продукты животноводства.• Кишечные инфекционные заболевания (зооантропонозы) -основная причина гибели молодняка в птицеводческих исвиноводческих хозяйствах.
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Актуальность проекта
• Обсеменённость животных на производственных фабриках ипродукции животноводства, реализуемой в торговых сетях,антибиотикорезистентными штаммами С. jejuni, S. enterica var.Enteritidis, E. coli остаётся очень высокой.• Отсутствие эффективности у многочисленных пробиотическихпрепаратов и пробиотических кормовых добавок в отношении С.jejuni, S. enterica var. Enteritidis, E. coli обусловлено тем, что этипрепараты и кормовые добавки создаются без учёта особенностейпатогенеза пищевых зооантропонозных инфекций и без учёташтаммоспецифических способностей пробиотика проявлять in vivoсинергизм вместе с кишечной микробиотой в формированииколонизационной резистентности кишечника животного в отношенииС. jejuni, S. enterica var. Enteritidis, E. coli.
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Актуальность проекта
• Выделенные у бройлеров патогенныеполирезистентные штаммы Е. coli,принадлежащие к клону ST 131, имеютгенетическое сходство и общность геноввирулентности с изолятами Е. coli,циркулирующими в кишечнике у человека ивызывающими внекишечные инфекционныезаболевания (цистит, пиелонефрит, менингит,сепсис).
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Антагонистическая активность штамма L.rhamnosus IIE-2166 по отношениюк антибиотикорезистентным штаммам E. coli, продуцирующим бета-лактамазы расширенного спектра и вызывающим кишечные ивнекишечные инфекционные заболевания.
Тест-культура, штамм

Зонаподавленияроста тест-культуры, мм
Примечания

Escherichia coli ATCC BAA 198 24 ± 2 Молекулярный класс БЛРС* ТЕМ-26Escherichia coli ATCC BAA 204 23 ± 1 Молекулярный класс SHV-2
Escherichia coli ATCC BAA 2326 24 ± 2 Молекулярный класс CTX-M-15
Escherichia coli IIE Hu 4326 23 ± 2 КИ**- выделен из мочи больной циститом.Молекулярный класс SHV
Escherichia coli IIE Hu 4435 24 ± 1 КИ- выделен из мочи больной пиелонефритом.Молекулярный класс TEM
Escherichia coli IIE Hu 4518 24 ± 3 КИ- выделен из крови больного сепсисом.Молекулярный класс CTX-M
Escherichia coli IIE Br 5137 23 ± 2 Штамм выделен из кишечника бройлера.Молекулярный класс MEM.
Escherichia coli IIE Br 5164 24 ± 3 Штамм выделен из кишечника бройлера.Молекулярный класс SHV.
Escherichia coli IIE Br 5210 25 ± 3 Штамм выделен из кишечника бройлера.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Br 5372 24 ± 3 Штамм выделен из тушки бройлера, супермаркет.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Pi 5548 23 ± 2 Штамм выделен из кишечника поросенка.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Co 5622 24 ± 3 Штамм выделен из вымени коровы, больной маститом.Молекулярный класс CTX-M 22



Антагонистическая активность штамма L. plantarum IIE-2165 по отношениюк антибиотикорезистентным штаммам E. coli, продуцирующим БЛРС ивызывающим внекишечные инфекционные заболевания.

Тест-культура, штамм
Зонаподавленияроста тест-культуры, мм

Примечания

Escherichia coli ATCC BAA 198 23 ± 2 Молекулярный класс БЛРС* ТЕМ-26Escherichia coli ATCC BAA 204 23 ± 1 Молекулярный класс SHV-2
Escherichia coli ATCC BAA 2326 24 ± 2 Молекулярный класс CTX-M-15
Escherichia coli IIE Hu 4326 23 ± 2 КИ**- выделен из мочи больной циститом.Молекулярный класс SHV
Escherichia coli IIE Hu 4435 24 ± 1 КИ- выделен из мочи больной пиелонефритом.Молекулярный класс TEM
Escherichia coli IIE Hu 4518 24 ± 3 КИ- выделен из крови больного сепсисом.Молекулярный класс CTX-M
Escherichia coli IIE Br 5137 25 ± 2 Штамм выделен из кишечника бройлера. Молекулярныйкласс MEM.
Escherichia coli IIE Br 5164 23 ± 2 Штамм выделен из кишечника бройлера. Молекулярныйкласс SHV.
Escherichia coli IIE Br 5210 26 ± 2 Штамм выделен из кишечника бройлера. Молекулярныйкласс CTX-M.
Escherichia coli IIE Br 5372 25 ± 3 Штамм выделен из тушки бройлера, супермаркет.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Pi 5548 24 ± 2 Штамм выделен из кишечника поросенка.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Co 5622 25 ± 3 Штамм выделен из вымени коровы, больной маститом.Молекулярный класс CTX-M 23



Антагонистическая активность штамма B. subtilis IIE- 6035 по отношению кантибиотикорезистентным штаммам E. coli, продуцирующим БЛРС ивызывающим внекишечные инфекционные заболевания.

Тест-культура, штамм
Зонаподавленияроста тест-культуры, мм

Примечания

Escherichia coli ATCC BAA 198 14 ± 3 Молекулярный класс БЛРС* ТЕМ-26
Escherichia coli ATCC BAA 204 12 ± 1 Молекулярный класс SHV-2
Escherichia coli ATCC BAA 2326 13 ± 2 Молекулярный класс CTX-M-15
Escherichia coli IIE Hu 4326 13 ± 1 КИ**- выделен из мочи больной циститом.Молекулярный класс SHV
Escherichia coli IIE Hu 4435 15 ± 3 КИ- выделен из мочи больной пиелонефритом.Молекулярный класс TEM
Escherichia coli IIE Hu 4518 16 ± 4 КИ- выделен из крови больного сепсисом.Молекулярный класс CTX-M
Escherichia coli IIE Br 5137 13 ± 1 Штамм выделен из кишечника бройлера.Молекулярный класс MEM.
Escherichia coli IIE Br 5164 14 ± 2 Штамм выделен из кишечника бройлера.Молекулярный класс SHV.
Escherichia coli IIE Br 5210 15 ± 4 Штамм выделен из кишечника бройлера.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Br 5372 13 ± 2 Штамм выделен из тушки бройлера, супермаркет.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Pi 5548 15 ± 3 Штамм выделен из кишечника поросенка.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Co 5622 14 ± 2 Штамм выделен из вымени коровы, больной маститом.Молекулярный класс CTX-M
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Антагонистическая активность штамма Saccharomyces cerevisiae IIE-7142 поотношению к антибиотикорезистентным штаммам E. coli, продуцирующимБЛРС и вызывающим внекишечные инфекционные заболевания.

Тест-культура, штамм
Зонаподавленияроста тест-культуры, мм

Примечания

Escherichia coli ATCC BAA 198 8 ± 1 Молекулярный класс БЛРС* ТЕМ-26Escherichia coli ATCC BAA 204 9 ± 1 Молекулярный класс SHV-2
Escherichia coli ATCC BAA 2326 8 ± 2 Молекулярный класс CTX-M-15
Escherichia coli IIE Hu 4326 7 ± 2 КИ**- выделен из мочи больной циститом. Молекулярныйкласс SHV
Escherichia coli IIE Hu 4435 8 ± 1 КИ- выделен из мочи больной пиелонефритом.Молекулярный класс TEM
Escherichia coli IIE Hu 4518 8 ± 2 КИ- выделен из крови больного сепсисом. Молекулярныйкласс CTX-M
Escherichia coli IIE Br 5137 7 ± 2 Штамм выделен из кишечника бройлера. Молекулярныйкласс MEM.
Escherichia coli IIE Br 5164 9 ± 1 Штамм выделен из кишечника бройлера. Молекулярныйкласс SHV.
Escherichia coli IIE Br 5210 7 ± 2 Штамм выделен из кишечника бройлера. Молекулярныйкласс CTX-M.
Escherichia coli IIE Br 5372 6 ± 3 Штамм выделен из тушки бройлера, супермаркет.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Pi 5548 8 ± 1 Штамм выделен из кишечника поросенка. Молекулярныйкласс CTX-M.
Escherichia coli IIE Co 5622 6 ± 2 Штамм выделен из вымени коровы, больной маститом.Молекулярный класс CTX-M 25



Антагонистическая активность испытуемого штамма L. rhamnosus IIE 2166 вотношении индикаторного штамма L. plantarum IIE 2165.
Испытуемый штамм Зоны задержки роста индикаторного

штамма, мм
L. plantarum IIE 2165

L. rhamnosus IIE 2166 1.2 ± 0.3
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Антагонистическая активность испытуемого штамма L. plantarum IIE 2165 вотношении индикаторного штамма L. rhamnosus IIE 2166.
Испытуемый штамм Зоны задержки роста индикаторного штамма, мм

L. rhamnosus IIE 2166
L. plantarum IIE 2165 1.4 ± 0.3



Антагонистическая активность симбиотического консорциума штаммов L.rhamnosus IIE-2166 и L. plantarum IIE-2165 по отношению кантибиотикорезистентным штаммам E. coli, продуцирующим БЛРС ивызывающим кишечные и внекишечные инфекционные заболевания.
Тест-культура, штамм

Зонаподавленияроста тест-культуры,мм
Примечания

Escherichia coli ATCC BAA 198 35 ± 4 Молекулярный класс БЛРС* ТЕМ-26Escherichia coli ATCC BAA 204 36 ± 5 Молекулярный класс SHV-2Escherichia coli ATCC BAA 2326 34 ± 3 Молекулярный класс CTX-M-15
Escherichia coli IIE Hu 4326 36 ± 4 КИ**- выделен из мочи больной циститом.Молекулярный класс SHV
Escherichia coli IIE Hu 4435 35 ± 3 КИ- выделен из мочи больной пиелонефритом.Молекулярный класс TEM
Escherichia coli IIE Hu 4518 37 ± 5 КИ- выделен из крови больного сепсисом.Молекулярный класс CTX-M
Escherichia coli IIE Br 5137 36 ± 3 Штамм выделен из кишечника бройлера.Молекулярный класс MEM.
Escherichia coli IIE Br 5164 34 ± 3 Штамм выделен из кишечника бройлера.Молекулярный класс SHV.
Escherichia coli IIE Br 5210 36 ± 5 Штамм выделен из кишечника бройлера.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Br 5372 37 ± 4 Штамм выделен из тушки бройлера, супермаркет.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Pi 5548 35 ± 3 Штамм выделен из кишечника поросенка.Молекулярный класс CTX-M.
Escherichia coli IIE Co 5622 36 ± 4 Штамм выделен из вымени коровы, больноймаститом. Молекулярный класс CTX-M
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• В результате проведенных исследований установлено, чтосимбиотический консорциум штаммов L. rhamnosus IIE-2166 и L. plantarum IIE-2165 обладает более выраженнойантагонистической активностью против патогенныхантибиотикорезистентных штаммов E. coli , включаяглобально распространённые штаммы клона ST131,содержащие Бета-лактамазы расширенного спектра(БЛРС), вызывающие кишечные и внекишечныезаболевания у животных и человека, по сравнению сотдельными штаммами лактобацилл, входящими в составэтого консорциума.
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Схема опыта на цыплятах-бройлерах.
№ группы Особенности кормления птицы

1 - контроль Кормление: основной рацион
2 - опыт Кормление: основной рацион + Симбиотический консорциум для

профилактики патогенных E.coli в дозе 104 КОЕ в 1 г корма

3- опыт Кормление: основной рацион + Симбиотический консорциум для
профилактики патогенных E.coli в дозе 105 КОЕ в 1 г корма

4 - опыт Кормление: основной рацион + Симбиотический консорциум для
профилактики патогенных E.coli в дозе 106 КОЕ в 1 г корма
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Результаты контрольных взвешиваний подопытныхцыплят-бройлеров
Период

выращивания
1-я (контроль)
группа, г/гол

2-я опытная
группа, г/гол

3-я опытная
группа, г/гол

4-я опытная
группа, г/гол

1 (1-7 дн.) 198,6
±3,53

197,8
±3,57

194,2
±2,69

197,4
±2,91

2 (15-21 дн.) 933,4
±16,56

930,2
±13,06

935,7
±14,15

943,3
±17,91

3 (29-35 дн.) 2057,5
+13,96 2083,5

+11,46
2078,7
+11,54

2103,2
+11,31
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Расход корма на 1 кг прироста живой массы цыплят-бройлеров

Показатели Группы
1 2 3 4

Расход корма на 1 кг прироста
за весь период выращивания, кг

в % к контролю
3,29 3,29 3,23 3,25
100 100,0 98,2 98,8

Конверсия корма,
в % к контролю - 99,4 97,5 96,3
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Заключение
В ходе проведенных работ были полученыследующие результаты:

1. Подобраны перспективные штаммы молочнокислыхбактерий (L. ramnosus, L. plantarum) для созданияпробиотического консорциума.2. Штаммы бактерий были протестированы наантагонистическую активность кантибиотикорезистентным штаммам E.coli, в т.ч.,выделенным из организма сельскохозяйственной птицы.3. Разработанный пробиотический консорциум былпротестирован на цыплятах-бройлерах. Былаустановлена оптимальная норма ввода пробиотическогоконсорциума.
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ПРАКТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ ПРОВОДИМЫХ ИССЛЕДОВАНИЙНА БАЗЕ ЛАБОРАТОРИИ
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 Результаты научных исследований могут быть применены вселекционно-генетических центрах и в птицехозяйствах страны.
 Результаты могут применяться в разработке уникальныхбиопрепаратов (пробиотиков), способствующих снижению долиантибиотиков в рационах питания.
 Результаты научных исследований будут способствоватьповышению продуктивности птицы и улучшению конверсиикорма.
 Результаты позволят создать заделы для профилактики рядазаболеваний бактериальной природы, в том числе социально-значимых (прежде всего, сальмонеллёза, микоплазмоза).
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