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(57) Изобретение относится к микробиологии, биотехнологии и может быть использовано в рыбном
хозяйстве для борьбы с патогенными и условно-патогенными микроорганизмами рода Aeromonas,
Pseudomonas, Shewanella, Staphylococcus, Escherichia. Предлагаемое изобретение позволяет
подавить рост таких возбудителей инфекционных заболеваний рыб, как Aeromonas, Pseudomonas,
Shewanella, Staphylococcus и Escherichia, а также улучшить микрофлору кишечника полезными
лактобактериями. Это достигается благодаря пробиотическому препарату для профилактики и
лечения дисбактериозов у рыб, который включает консорциум штаммов молочнокислых бактерий
Lactobacillus fermentum 24С, Pediococcus pentosaceus 10/9К, Lactobacillus paracasei 9C, взятых в
соотношении 1:1:1 по объему. Предлагаемый пробиотический препарат является экологичным и
безопасным для рыбных хозяйств, не содержит ГМО, не токсичен, не патогенен, безвреден для
людей, животных и растений, служит альтернативным замещением химическим препаратам -
антибиотикам.
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Сущность изобретения заключается в получении нового пробиотического препарата из штаммов 

молочнокислых бактерий, обладающих высокой антимикробной активностью к широкому спектру воз-

будителей инфекционных заболеваний рыб - Aeromonas, Pseudomonas, Shewanella, Staphylococcus, Es-

cherichia. 

Пробиотический препарат состоит из консорциума штаммов молочнокислых бактерий Lactobacillus 

fermentum 24С, Pediococcus pentosaceus 10/9К, Lactobacillus paracasei 9С, рекомендуется для коррекции 

микрофлоры, заселения полезными микроорганизмами и подавления условно-патогенной и патогенной 

микрофлоры кишечника рыб. 

При разработке биопрепарата в первую очередь проверяют на биосовместимость штаммов. Метод 

совместного культивирования трех штаммов показал, что культуры Lactobacillus fermentum 24C, Pedio-

coccus pentosaceus 10/9К и Lactobacillus paracasei 9C биосовместимы между собой и в результате роста не 

подавляют друг друга. 

При подборе оптимальной среды для наработки биомассы биопрепарата руководствовались соста-

вом среды. Состав среды может влиять на антагонистическую активность, так как при обильном росте и 

активности бактерии лучше будет проявляться антагонистическая активность в отношении патогенных 

бактерий. 

Оптимальной средой для наработки биомассы пробиотического препарата была выбрана молочная 

сыворотка с лактозой. От нее была получена большая биомасса по сравнению с другими рассматривае-

мыми средами (МРС-7, молочная сыворотка с лактозой, молочная сыворотка с глюкозой, молочная сы-

воротка с лактозой и глюкозой), за исключением коммерческой среды MRS-1 (Hi-Media). Установлено, 

что коммерческая среда MRS-1 (Hi-Media) требует большего времени культивирования по сравнению со 

средой - молочной сывороткой с лактозой. Выбор варианта среды - молочная сыворотка с лактозой свя-

зан еще и с тем, что себестоимость компонентов среды значительно ниже, чем контрольная готовая ком-

мерческая среда MRS-1 (Hi-Media). 

Способ получения пробиотического препарата заключается в совместном культивировании молоч-

нокислых штаммов Lactobacillus fermentum 24C, Pediococcus pentosaceus 10/9К и Lactobacillus paracasei 

9C на усовершенственной среде - молочной сыворотке с лактозой (г/л): лактоза - 15, L-цистеин - 0,03. 

Компоненты перемешивают в 200 мл дистиллированной воды, автоклавируют при 0,5 атм в течение 30 

мин, затем добавляют 800 мл молочной сыворотки, рН 6,8. Инкубация при 37°С - 11 ч. 

Молочнокислые штаммы, входящие в состав пробиотического препарата, в питательной среде в ка-

честве источника аминокислот используют молочную сыворотку, в качестве источника углерода и дыха-

ния клетки (образование АТФ) используют лактозу, в качестве редуцирующего вещества используют L-

цистеин, который имеет функцию обеспечения азота для питания микроорганизмов, а также действует 

как восстановитель, способствующий росту бактерий. 

Для наработки и получения пробиотика в ферментер с подготовленной средой на молочной сыво-

ротке с лактозой вносят 5% маточной культуры биопрепарата от объема среды, состоящего из Lactobacil-

lus fermentum 24C, Pediococcus pentosaceus 10/9К, Lactobacillus paracasei 9C в соотношении 1:1:1. Нара-

щивают биомассу в течение 10-11 ч при скорости перемешивании 100 об/мин, потоке кислорода 5%, 

аэрации 20%, при рН 6,8 и температуре 37°С. Затем бактериальную массу отделяют от культуральной 

жидкости путем центрифугирования при 4°С и скорости 8000 rpm. Полученную микробную биомассу 

клеток смешивают с защитной средой в соотношении 1:1, разливают во флаконы по 5 мл, замораживают 

при температуре минус 25°С, затем флаконы укупоривают стерильными пробками и закатывают метал-

лическими колпачками. Замороженный концентрат хранят до 12 месяцев при температуре минус 20°С. 

В модельном эксперименте было проведено испытание антибиотических свойств пробиотического 

препарата против Aeromonas punctata, который является основным возбудителем инфекционных заболе-

ваний рыб. В качестве основного объекта экспериментов по получению модели заболевания и изучению 

антимикробной эффективности биопрепарата выступили годовики карпа и сазана (вид Cyprinus carpio), 

предоставленных ТОО "Рыбопитомник "Maybalyk". Заражение Aeromonas punctata осуществлялось ме-

тодом peros суточной культурой патогена, разведенной в физиологическом растворе до общей концен-

трации 1,0×10
5
 КОЕ/мл в объеме 200 мкл на рыбку. В эксперименте по заражению с Aeromonas punctata 

были созданы 4 группы: 3 опытные и 1 контрольная. В 1-й опытной группе в течение 10 дней вводился 

биопрепарат в расчете 0,02 г на 0,02 коммерческого корма на аквариум (1:1), затем проведено заражение, 

далее повторно давался биопрепарат до конца эксперимента. Во 2-й опытной группе на третий день по-

сле заражения патогеном в аквариум в дозировке 125 мкг разово вводился антибиотик амоксиклав. В 3-й 

опытной группе было произведено только заражение болезнетворным агентом и кормление коммерче-

ским кормом Color Scale (Китай). 4-я контрольная группа - без заражения и без введения биопрепарата, 

осуществлялось лишь ежедневное кормление рыб коммерческим кормом. Результаты по биометриче-

ским показателям рыб на момент начала и завершения эксперимента представлены в табл. 1. 
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Таблица 1. Сравнение исходных и конечных значений биометрических показателей годовиков сазана в 

опытных и контрольной группах 

 
В результате полученные данные по эксперименту на лабораторной модели аэромоноза годовиков 

сазана и карпа свидетельствуют о терапевтическом действии разработанного пробиотического препара-

та, которое выражается в снижении смертности рыб от заболевания, наряду с действием антибиотика 

Амоксиклава на 40% по сравнению с группой, не получавшей лечение. Кроме того, в группе, где приме-

нялся биопрепарат, не были выявлены патологии у рыб от перенесенного заболевания и прослеживалась 

положительная динамика роста основных биометрических показателей, что говорит об его профилакти-

ческом действии. 

Исследования по изучению антимикробной активности показало, что разработанный пробиотиче-

ский препарат обладает высокой антагонистической активностью по отношению к Shevanella ximenensis 

АИ 2R-1B-RKM 0724, Pseudomonas aeruginosa G13 B-RKM 0417, Pseudomonas taiwanensis CB 2R-1B-

RKM 0726, Aeromonas punctate G30 B-RKM 0287, Stephylococcus aureus B-RKM 0470, Escherichia coli B-

RKM 0447, вызывающих инфекционные заболевания. 

Спектр антагонистической активности пробиотического препарата определяли методом диффузии в 

агар. Тест-культуры в виде суспензии клеток в количестве 1 млрд/мл (по бактериальному стандарту мут-

ности) наносили на поверхность чашки Петри со средой МПА (мясопептонный агар). После этого выре-

зали лунки сверлом диаметром 5 мм и заполняли их суспензией биопрепарата (в объеме 0,1 мл). Инкуба-

цию чашек проводили в термостате при 37°С в течение 24-48 ч. После инкубации измеряли зоны инги-

бирования, результаты которых представлены в табл. 2 с вычетом диаметра зоны лунок. 

Таблица 2. Антагонистическая активность пробиотического препарата 

 

 
По результатам исследования установлено, что созданный биопрепарат на основе молочнокислых 

бактерий проявил высокую антагонистическую активность ко всем условно-патогенным микроорганиз-

мам (100%). Зоны ингибирования роста тест-штаммов варьировались от 14,3±0,25 мм (у Pseudomonas 

taiwanensis) до 18,5±0,65 мм (у Aeromonas punctate.). 

Таким образом, в результате проведенных экспериментов было доказано, что полученный пробио-

тик из трех культур молочнокислых бактерий Lactobacillus fertnentutn 24C, Pediococcus pentosaceus 10/9К 

и Lactobacillus paracasei 9C перспективен в качестве пробиотического препарата, обладающего высокой 

антимикробной активностью, для нормализации, улучшения микробиоты кишечника и подавления ус-

ловно-патогенной микрофлоры, возбудителей инфекционных заболеваний у рыб, таким образом, являясь 

перспективным для профилактики и лечения бактериозов. 

Оптимальной средой для наработки биомассы пробиотического препарата отобрана молочная сы-

воротка с лактозой. Состав среды (г/л): лактоза - 15, L-цистеин - 0,03, 200 мл дистиллированной воды 

(автоклавирование при 0,5 атм в течение 30 мин), затем добавляют 800 мл молочной сыворотки, рН 6,8. 

Полученную микробную биомассу клеток смешивают с защитной средой, разливают во флаконы по 5 

мл, замораживают при температуре минус 25°С. Замороженный концентрат хранят до 12 месяцев при 

температуре минус 20°С. 

Биопрепарат прошел процедуру депонирования в виде консорциума пробиотических бактерий 

КПБ-3, состоящий из молочнокислых штаммов Lactobacillus fertnentutn 24C, Pediococcus pentosaceus 

10/9К, Lactobacillus paracasei 9C в РГП "Республиканская коллекция микроорганизмов" под №B-RKM 

0876, используемый для улучшения микрофлоры кишечника и подавления патогенных и условно-

патогенных возбудителей инфекционных заболеваний рыб. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

Пробиотический препарат для профилактики и лечения дисбактериозов у рыб, включающий кон-

сорциум штаммов молочнокислых бактерий Lactobacillus fermentum 24С, Pediococcus pentosaceus 10/9К, 

Lactobacillus paracasei 9C, взятых в соотношении 1:1:1 по объему, депонированный в депозитарий РГП 

"Республиканская коллекция микроорганизмов" в виде биотехнологического продукта - консорциума 

пробиотических бактерий КПБ-3 под номером B-RKM 0876. 
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