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Из природных источников (подмор пчел, живые 

пчелы, шмель) получены накопительные 

культуры, содержащие молочнокислые 

бактерии, у которых определены культурально-

морфологические свойства. Подтверждена 

контаминация накопительных культур 

бактериями рода Enterococcus и Clostridium и 

обозначены эффективные способы получения 

изолятов, не содержащих энтерококков и 

спорообразующих форм клеток.  

Из 67 накопительных культур выделен 

61 изолят, представленный 

грамположительными 

каталазоотрицательными палочками, не 

растущими на среде Кесслер/Эндо.  

 

 From natural sources (death of bees, live bees, 

bumblebee), enrichment cultures containing 

lactic acid bacteria were obtained, in which 

cultural and morphological properties were 

determined. Contamination of enrichment 

cultures with bacteria of the genus Enterococcus 

and Clostridium has been confirmed, and 

effective methods for obtaining isolates that do 

not contain enterococci and spore-forming cell 

forms have been identified. 

Out of 67 enrichment cultures, 61 isolates were 

isolated, represented by gram-positive catalase-

negative rods that did not grow on Kessler/Endo 

medium. 
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накопительные культуры; молочнокислые 

бактерии. 
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Введение. В настоящее время в пчеловодстве широко используются 

пробиотические микроорганизмы или отдельные группы микроорганизмов, 

способные оказывать благотворное влияние на повышение устойчивости пчел к 

различным патогенам, стимулировать активизацию их иммунологической 

защиты.  Механизм действия пробиотических добавок основан на адгезивных и 

антагонистических свойствах бактерий-пробионтов, вытесняющих из состава 

кишечной популяции пчелы условно-патогенные микроорганизмы и неспецифически 

контролирующих избыточность их роста [1].  

По данным Рубеля И.С., Перебейнис А.В., Ржевской В.С. (2013 г.) введение в 

рацион пчел пробиотика «Эмпробио», который включает молочнокислые 

гомоферментативные бактерии рода Lactobacillus и рода Lactococcus, одноклеточные 

грибы Saccharomyces, повышает продолжительность жизни пчел на 8,32%, срок 

появления первых погибших пчел увеличился в 2 раза по сравнению с контролем. 

Применение пробиотика «Эмпробио» для стимуляции развития пчелиных семей 

обеспечивает увеличение резистентности пчел, а тем самым ˗ продуктивности семьи 

и качество производимого ими меда [2]. 
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Согласно результатам исследований Arredondo D. et.al. (2018 г.), при кормлении 

пчел препаратом на основе бактерий L. kunkeei, выделенных из кишечника медоносной 

пчелы, уменьшилось количество спор N. ceranae, по сравнению с контролем [3]. 

В коммерческих пробиотических препаратах для пчел «Vetafarm Probotic» и 

«Protexin Concentrate» содержатся молочнокислые бактерии L. acidophilus и 

L. plantarum, выделенные из кишечника медоносных пчел [4, 5]. 

До недавнего времени большинство исследований микробных сообществ 

медоносных пчел были сосредоточены на болезнетворных микроорганизмах, и 

гораздо меньше внимания уделялось непатогенным микроорганизмам, в то время как 

бактерии рода Lactobacillus являются важными представителями микробиоты 

пищеварительного тракта пчел [6]. Согласно данным Жеребкина М. В. (1965 г.), 

Таранова Г. Ф. (1986 г.) пищеварительная система пчелы имеет ряд особенностей, 

связанных со специализацией на питании нектаром и пыльцой растений, характером 

постройки гнезда и выведения потомства, а также особенностями жизненного цикла 

[7, 8]. Чечёткина У.Е (2011 г.) установила, что микрофлора кишечника играет важную 

роль в поддержании гомеостаза организма пчелы при развитии различных 

заболеваний, в том числе инфекционных. Бактерии-симбионты способствуют 

созреванию иммунной системы, помогают утилизировать питательные вещества, 

поступающие в организм пчел, подавляют развитие посторонней микрофлоры, 

продуцируют биологически активные вещества (витамины, ферменты и т.д.) [9]. 

Согласно данным Бахир B.М (2002 г.), Гробова О.Ф. (2003 г.), микробиоценоз пчел в 

основном определяется тем, в какой среде обитания живут их семьи, чем питаются и с 

чем контактируют. Поэтому его участниками бывают не только сапрофитные, но и 

условно-патогенные микроорганизмы [10, 11]. Билаш Н.Г. (2009 г.), Ляпуновым Я.Э. 

(2008 г.), Маннаповым А.Г. (2009 г.) установлено, что микробиоценоз 

пищеварительного тракта пчел формируется в течение всего активного периода 

жизнедеятельности семьи. У пчел, уходящих в зимовку, состояние здоровья семьи и 

отдельных пчел, их воспроизводительная и продуктивная активность будут зависеть 

от групп микроорганизмов, заселяющих микрофлору кишечника у молодых и 

взрослых пчел [12–14]. 

Согласно данным Евтеевой Н.И. (2007 г.), основными группами обитателей 

кишечного тракта пчелы медоносной являются энтеробактерии, молочнокислые 

бактерии, бифидобактерии, стафилококки, энтерококки, псевдомонады, дрожжи и 

плесневые грибы [15]. Марковой Ю.А. (2005 г.), Евтеевой Н.И. (2009 г.) показано, что 

в период зимовки энтеробактерии обнаруживаются в переднем отделе 

пищеварительного тракта пчелы практически с такой же частотой, как и в заднем. 

Возможно, это связано с тем, что в течение зимы пчелы не опорожняют кишечник, что 

способствует миграции размножающихся там бактерий в верхние отделы 

пищеварительного тракта. После весеннего облета состав энтерофлоры пчел 

полностью меняется. Доминирующая зимой Klebsiella oxytoca после очистительного 

облета не обнаруживается. Наиболее часто обнаруживаются микроорганизмы рода 

Enterobacter, а также в небольшом количестве Morganella spp., Serratia spp. и Pantoea 

spp., что косвенно может свидетельствовать о контаминации пчел в период посещения 

медоносных растений [16, 17]. По данным Московской Н.Д. (2019 г.) самыми 

многочисленными представителями кишечника пчел являются энтеробактерии и 

стафилококки. Их среднегодовое содержание составляет 105. Максимальное 

количество энтеробактерий регистрируется в зимний период, в летний сезон 

пищеварительная система пчел освобождается от энтеробактерий. В то время как 

лактобактерии в кишечном биоценозе пчел регистрируются постоянно, их уровень 

колеблется в пределах 101-103 [18]. 

Moran N.A. (2015 г.) установлено, что в кишечнике рабочих пчел A. mellifera 

присутствуют и бактерии рода Bifidobacterium, в частности, Bifidobacterium asteroides, 
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Bifidobacterium actinocoloniiforme, Bifidobacterium bohemicum [19]. Bottacini F. et al. 

(2012 г.) определили, что Bifidobacterium asteroides, присутствующие в кишечнике 

медоносных пчел, сохраняют способность к аэробному дыханию, в отличие от 

Bifidobacterium из кишечника млекопитающих, которые полностью анаэробны [19], 

что вероятно связано с содержанием более высоких концентраций кислорода в 

кишечнике пчел по сравнению с кишечником млекопитающих. Zheng, H. et al. (2019 г.) 

путем анализа геномов кишечной микробиоты медоносных пчел установлено, что 

бактерии рода Bifidobacterium и Gilliamella вносят основной вклад в расщепление 

гемицеллюлозы и пектина [20]. 

Таким образом, изучение микробиоты пчел является перспективным для 

дальнейшего выделения микроорганизмов с целью их использования в составе 

пробиотических препаратов, однако выделение чистых культур молочнокислых 

бактерий может быть значительно осложнено сопутствующей микрофлорой 

кишечного тракта пчел. 

Материалы и методы исследований. Объектами исследований являлись 

пчелы и шмель, отобранные на территории Республики Беларусь; а также 

накопительные культуры и изоляты, полученные с их использованием. 

Получение накопительной культуры. Пробирки с посевами образцов 

инкубировали при температуре (301)°С (в среде ВОМ-10), (451)°С (в среде  

ВОМ-10) до образования молочного сгустка, но не более 48 ч. Образцы в средах MRS 

на основе МПБ (рН 5,5±0,1) и ПГС инкубировали при температуре (371)°С, а в среде 

ГО при температуре (281)°С в течение не более 48 ч до интенсивного помутнения. 

Для обогащения накопительной культуры проводили однократную перевивку каждой 

культуры в среде накопления.  

Микроскопический препарат готовили по [22].  

Определение грампринадлежности проводили по [22]. 

Определение способности к росту в среде ГО с содержанием 6,5% хлорида 

натрия. Накопительные культуры выращивали в течение (16±1) ч в среде ГО, после 

чего 0,1 мл бактериальной суспензии клеток вносили в 10 мл среды ГО с содержанием 

6,5% хлорида натрия, инкубировали в термостате при (30±1)°С в течение 48 часов. 

Помутнение среды свидетельствовало о росте исследуемых культур. 

Определение наличия каталазы. На предметное стекло наносили каплю 5% 

раствора перекиси водорода. В нее помещали такое же количество клеток исследуемой 

культуры и тщательно ресуспендировали. О наличии у микроорганизмов каталазы 

судили по разложению перекиси водорода, которое происходит с выделением 

пузырьков кислорода. 

Посев на среду Кесслера и Эндо. 1 мл накопительной культуры вносили в 5 мл 

среды Кесслера. Инкубировали при температуре (37±1)С в течение (16±1) ч.  

О наличии бактерий группы кишечной палочки судили по формированию пузырьков 

газа в поплавке. После этого бактериологической петлей производили посев из среды 

Кесслера поверхностно штрихом на среду Эндо. Инкубировали при температуре 

(37±1)С в течение (16±1) ч, после чего визуально фиксировали наличие/отсутствие 

роста на чашках Петри. 

Выделение общей ДНК. ДНК выделяли с использованием коммерческого 

набора АртДНК MiniSpin (ООО «АртБиоТех»).  

Результаты и их обсуждение. Для выделения накопительных культур 

молочнокислых бактерий отобрано 23 образца, в том числе: 19 образцов подмора 

рабочих пчел, 2 образца  живых пчел, 1 образец подмора трутней, 1 образец подмора 

шмеля.  

Для получения накопительных культур образцы вносили в 4 питательные 

среды: ПГС, МRS (на основе МПБ, рН 5,5), ГО, ВОМ-10. Для получения 
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накопительных культур молочнокислых палочек образцы инкубировали на среде МRS 

(на основе МПБ, рН 5,5) при 37°С. Для получения накопительных культур 

молочнокислых палочек и бифидобактерий образцы инкубировали на среде ПГС при 

37°С. Для получения накопительных культур слабых кислотообразователей образцы 

инкубировали на среде ГО при 28±1°С. Также образцы инкубировали на среде  

ВОМ-10 при 45±1°С и при 30±1°С, однако на данной питательной среде не удалось 

выделить ни одной накопительной культуры.  

После обогащения в различных питательных средах получено 

67 накопительных культур, в том числе: 60 культур получены из подмора рабочих 

пчел, 4 культуры из пчел живых, 1 культура из подмора шмеля и 2 культуры из 

подмора трутней. Полученные данные представлены в таблице 1.  
 

Таблица 1 – Количество накопительных культур, полученных из различных 

природных образцов на различных питательных средах. 
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подмор рабочих пчел 19 - 4 5 32 4 15 

подмор трутней 1 - - - 1 - 1 

подмор шмеля 1 - - - 1 - - 

пчелы живые 2 - - - 4 - - 

ВСЕГО 23 - 4 5 38 4 16 

Источник данных: собственная разработка. 

 

Проведена характеристика обогащенных накопительных культур, выделенных 

из организма пчел, по морфологическим свойствам (таблица 1).  

В результате исследований на среде ГО при 28±1°С получены 4 обогащенные 

накопительные культуры, у всех культур в микроскопическом препарате 

присутствуют смешанные формы клеток в виде палочек и кокков, у 1 культуры также 

визуализируются спорообразующие палочки. При этом, на среде ПГС при 37°С 

получено 43 накопительные культуры, у 5 культур (выделены из подмора рабочих 

пчел) в микроскопическом препарате преобладают клетки в форме кокков, у 38 

культур присутствуют смешанные формы клеток в виде палочек, спорообразующих 

палочек и кокков (32 культуры выделены из подмора рабочих пчел, 1 – из подмора 

трутней, 1 – из подмора шмеля и 4 – из живых пчел). Установлено, что все полученные 

на среде ПГС культуры, содержащие палочковидные формы клеток, контаминированы 

клетками в форме кокков и палочками с выраженным спорообразованием. 

На среде МRS на основе МПБ (рН 5,5) при 37°С получено 20 обогащенных 

накопительных культур, при этом у 4 культур (выделены из подмора пчел) в 

микроскопическом препарате преобладают клетки в форме кокков и 16 культур 

представлены смешанными формами клеток в виде палочек и кокков (15 культур 

выделено из подмора пчел и 1 культура – из подмора трутней). Установлено, что все 

культуры, полученные на среде МRS на основе МПБ (рН 5,5), содержащие 

палочковидные формы клеток, контаминированы клетками в форме кокков. Следует 

отметить, что на среде с пониженным значением активной кислотности (5,5 ед. рН) ни 

у одной накопительной культуры в микроскопическом препарате не зафиксировано 

спорообразующих клеток.  
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Форма и расположение клеток в микроскопическом препарате полученных 

накопительных культур представлены на рисунке 1. 

 

  

А Б 

 

Рисунок 1 – Микроскопический препарат накопительных культур, полученных из 

образцов подмора пчел на среде ПГС  

(А – культура р1911/5-5, представлена смешанными формами клеток в виде палочек и кокков,  

Б – культура р1909/5-1, представлена палочками утолщенными с выраженным  

спорообразованием и кокками). 
Источник данных: собственная разработка. 

 

Для всех культур, содержащих преимущественно клетки в форме кокков  

(9 культур), зафиксирован рост в среде ГО с содержанием 6,5% хлорида натрия, что 

свидетельсвует о их принадлежности к роду Enterococcus, все 9 культур исключены из 

дальнейших исследований. 

Установлено, что все полученные обогащенные накопительные культуры, 

содержащие палочковидные формы клеток (58 культур), контаминированы клетками 

в форме кокков и/или палочками с выраженным спорообразованием. Для них проведен 

поверхностный рассев на чашки Петри с питательной средой, в которой проводилось 

обогащение, истощающим штрихом до получения изолированных колоний. Далее 

образцы инкубировали при 37±1°С в течение 72 часов в анаэробных условиях. 

Полученные различные изолированные колонии размером не более 2-х мм, белого, 

светло-бежевого и бежевого цвета перевивали в пробирки с соответствующей 

питательной средой (не менее 10 колоний для одного образца) и также инкубировали 

при 37±1°С в течение 72 часов. В результате эксперимента получено 174 изолята, для 

которых определены форма и расположение клеток в микроскопическом препарате.  

Установлено, что максимальное количество изолятов (135) получено на среде 

ПГС. В микроскопическом препарате у 97 изолятов зафиксированы однородные 

клетки в форме кокков, у 32 изолятов – однородные клетки в форме палочек и у 

6 изолятов – разнородные клетки в форме палочек. На среде МRS на основе МПБ  

(рН 5,5) получено 37 изолятов: у 16 изолятов в микроскопическом препарате 

зафиксированы однородные клетки в форме кокков и у 21 изолята – однородные 

клетки в форме палочек. На среде ГО получено 2 изолята, оба представлены 

однородными палочками. 
Для изолятов, содержащих клетки в форме кокков (113 изолятов), определены 

способность к росту в среде ГО с содержанием 6,5% хлорида натрия и способность к 
формированию газа из глюкозы. Установлено, что у всех исследованных изолятов 
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зафиксирован рост в среде ГО с содержанием 6,5% хлорида натрия и отсутствует 
способность к формированию газа из глюкозы, что свидетельствует о принадлежности 
данных изолятов к роду Enterococcus. Для подтверждения результатов исследований 
проведена идентификация изолята р1897/5-9-6 с использованием молекулярно-
генетических методов (секвенирование последовательности гена 16S рРНК). 
Установлено, что изолят р1897/5-9-6 принадлежит к виду Enterococcus faecalis.  

Для изолятов, содержащих клетки в форме палочек (61 изолят), определены 
грампринадлежность, способность к росту на среде Кесслер/Эндо и наличие каталазы. 
Определено, что все полученные изоляты представлены грамположительными 
каталазоотрицательными палочками, которые не растут на среде Кесслер/Эндо. 

Накопительная культура р1895/5-1, полученная на среде ПГС, также 
дополнительно исследована методом глубинного рассева в анаэробных условиях в 
среду ПГС с содержанием агара 0,15%. После инкубирования в течение 48 часов при 
37±1°С получен изолят р1895/5-1-1 с выраженным газообразованием, клетки которого 
в микроскопическом препарате представлены длинными утолщенными 
спорообразующими палочками. Проведена идентификация изолята р1895/5-1-1 
методом секвенирования нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК и 
подтверждена принадлежность его к виду Clostridium perfringens. 

Заключение. С помощью культурально-морфологических и молекулярно-
генетических методов подтверждена контаминация накопительных культур, 
выделенных из пчел, спорообразующими бактериями и бактериями рода Enterococcus. 
Следует отметить, что спорообразующие палочки зафиксированы в 
микроскопических препаратах накопительных культур, обогащенных на среде ПГС и 
ГО, а в микроскопических препаратах накопительных культур, обогащенных на среде 
МRS на основе МПБ (рН 5,5), данные формы клеток отсутствуют. После 
поверхностного рассева в анаэробных условиях на чашки Петри накопительных 
культур, обогащенных на среде ПГС, в микроскопических препаратах полученных 
изолятов также не отмечены спорообразующие палочки. Таким образом, установлено, 
что снижение активной кислотности селективной питательной среды для получения и 
обогащения накопительных культур до величины 5,5 ед. рН, а также поверхностный 
рассев накопительных культур позволяют в дальнейшем выделять изоляты, не 
содержащие спорообразующих форм клеток.  

Установлено, что на средах ГО, ПГС и МRS на основе МПБ (рН 5,5) получены 
накопительные культуры, содержащие смешанные формы клеток (в виде кокков и 
палочек). В данном случае также целесообразно проводить рассев накопительных 
культур, что позволяет получать изоляты, содержащие клетки исключительно в форме 
палочек. Все полученные после рассева изоляты, содержащие клетки в форме кокков, 
принадлежат к роду Enterococcus. При этом данные изоляты выделены, в том числе, и 
из накопительных культур, обогащенных на среде МRS на основе МПБ (рН 5,5). 
Следовательно, можно утверждать, что микроорганизмы рода Enterococcus активно 
развиваются и при пониженных значениях активной кислотности селективной 
питательной среды.   

Таким образом, в ходе исследований из 23 образцов насекомых после 
обогащения в различных питательных средах получено 67 накопительных культур, из 
которых выделен 61 изолят с клетками в форме палочек. Установлено, что полученные 
изоляты представлены грамположительными каталазоотрицательными палочками, 
которые не растут на среде Кесслер/Эндо. Данные  изоляты лиофилизированы, 
заложены на хранение при минус 40°С и будут использованы для дальнейших 
исследований по изучению их физиолого-биохимических, производственно-ценных и 
пробиотических свойств.  
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