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CULTURAL MORPHOLOGICAL 
AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF BACILLUS SUBTILIS STRAINS 

КУЛЬТУРАЛЬНО-
МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ  
И БИОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ШТАММОВ BACILLUS SUBTILIS 

SUMMARY
A decrease in therapeutic effect of some live lacto- and bifidobacteria-based drugs 
for veterinary use has been observed for the last 20 years that urges scientists to 
search for new microorganisms possessing probiotic properties. Many studies in 
this field are focused on Bacillus subtilis that is widespread in the environment and 
non-pathogenic for animals and humans. Results of tests of Bacillus subtilis for its 
biological properties and antagonistic activity aimed at optimization of methodical 
approaches for detection of strain with the highest antagonistic effect on some 
opportunistic microorganisms and their further use as probiotics are described. 
Cultural morphological and biochemical characteristics of the tested strains 
conformed to the species characteristics of Bacillus subtilis. Tested strains were non-
pathogenic for white mice. Tests showed that spore biomass could be prepared both 
in liquid and on solid nutrient media. Methodically, spore biomass preparation in 

liquid nutrient medium is preferable. The tests showed that spores emerged from 
anabiosis non-uniformly and it depended on original seed spore storage period. Spore 
cultures stored less than one year emerged from anabiosis more quickly. It was found 
that the spores formed more readily when the cultures were aerated with oxygen as 
well as that lag-phase culture medium had a stimulating effect on Bacillus subtilis 
spore germination. Bacillus subtilis strains were found to have antagonistic effect on 
Escherichia coli, Salmonella and Staphylococcus. Area of growth inhibition of the said 
bacteria was 15–20 mm. Tested Bacillus subtilis strains could be proposed for use as 
probiotics.

Key words: probiotics Bacillus subtilis, cultural and morphological properties, 
biochemical properties, spore formation, antagonistic activity.

РЕЗЮМЕ
В ветеринарной практике в течение последних 20 лет наблюдают снижение 
лечебного действия некоторых препаратов на основе живых лакто- и бифи-
добактерий, что стимулирует ученых к поиску новых микроорганизмов, об-
ладающих пробиотическими свойствами. Много исследований в этом плане 
посвящено Bacillus subtilis, которая широко распространена в природе и не-
патогенна для животных и людей. Представлены результаты изучения био-
логических свойств и антагонистической активности Bacillus subtilis, которое 
было проведено с целью отработки методических подходов к выявлению 
штаммов с  максимальной антагонистической активностью относительно 
некоторых видов условно-патогенных микроорганизмов и их дальнейшего 
использования в  качестве пробиотических препаратов. По культурально-
морфологическим и биохимическим характеристикам изученные штаммы 
бактерий соответствовали видовым признакам Bacillus subtilis и для белых 
мышей были непатогенны. Эксперименты показали, что получение споро-
вой биомассы возможно как в жидкой, так и на плотной питательных средах. 
В методическом плане наработка споровой биомассы в жидкой питательной 

среде более предпочтительна. Проведенные исследования выявили неодно-
родность спор при выходе их из состояния анабиоза, которая зависела от 
сроков хранения исходных спор посевного материала. Быстрее из состояния 
анабиоза выходили споровые культуры, хранившиеся до одного года. Уста-
новлено, что процесс спорообразования эффективнее проходит в условиях 
аэрации культуры кислородом, также выявлено стимулирующее влияние 
культуральной жидкости из лаг-фазы на процесс прорастания спор Bacillus 
subtilis. В результате проведенных экспериментов установлена антагонистиче-
ская активность штаммов Bacillus subtilis по отношению к кишечной палочке, 
сальмонеллам и стафилококку. Зона торможения роста этих культур составля-
ла от 15 до 20 мм. Изученные штаммы Bacillus subtilis могут быть предложены 
для использования в качестве пробиотиков.

Ключевые слова: пробиотики, Bacillus subtilis, культурально-морфологические 
свойства, биохимические свойства, спорообразование, антагонистическая 
активность.
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Биохимические свойства культур не старше 18–20 ч, 
выросших на плотной питательной среде и средах Гис-
са, определяли с помощью систем индикаторных бу-
мажных (СИБ) для идентификации микроорганизмов 
и бактериологического анализатора VITEK® 2 Compact 
с использованием идентификационных карт GN и GP, 
а также карт для выявления антибактериальной чув-
ствительности микроорганизмов. 

Посевы бактерий на среды Гисса выдерживали 
в течение 2 сут при 35–37 °С. Наличие или отсутствие 
ферментации углеводов определяли по изменению 
окраски среды.

Гемолитическую активность бактерий изучали на 
МПА, содержащем 5% свежей дефибринированной 
крови барана. 

Образование индола и  сероводорода определяли 
с  помощью индикаторной бумаги, помещенной под 
пробку пробирки с МПБ. 

Редукцию нитратов выявляли после роста куль-
туры в  течение 48  ч на бульоне с  нитратами (КNО3). 
В каждую пробирку с засеянным нитратным бульоном 
добавляли по 1 см3 реактива (равная смесь 10%-й хи-
мически чистой серной кислоты и раствора из 1%-го 
растворимого крахмала и 0,5%-го йодистого калия). 

Гидролиз казеина изучали на молочном агаре. Куль-
туру засевали на среду штрихом, инкубировали в тер-
мостате при 37 °С, затем наблюдали за появлением про-
зрачных зон гидролиза.

Гидролиз крахмала исследовали на картофельно-
пептонном агаре. Чашки Петри с  засеянным агаром 
через 48  ч инкубирования, проведенного при 37  °С, 
заливали раствором Люголя. Светлые зоны вокруг по-
севов свидетельствовали о гидролизе крахмала. 

При выращивании бактерий Bacillus subtilis в жидкой 
питательной среде отмечали интенсивность роста и ха-
рактер помутнения среды.

Контроль чистоты роста осуществляли посред-
ством микроскопии окрашенных мазков. Световую 
микроскопию мазков, окрашенных по Граму или кон-
трастированных насыщенным спиртовым раствором 
фуксина (на наличие спор), проводили под микроско-
пом МБИ-15 при увеличении в 900 раз.

Расчет концентрации жизнеспособных спор прово-
дили по формуле:

C =
Nn + Nn+1

1,1
 × 

1

V
 × 10n,

где С – число жизнеспособных спор в 1 см3 споровой 
суспензии;
 Nn – среднее арифметическое число колоний, вы-
росших в чашках при посеве из разведения 10-n;
 Nn+1 – среднее арифметическое число колоний, 
выросших в чашках при посеве из разведения 10-(n+1);
 1,1 – постоянный коэффициент;
 V – объем споровой суспензии, высеваемой на 
чашки;
 10n – разведение споровой суспензии, используе-
мое при определении количества жизнеспособных 
спор.

Антагонистическую активность Bacillus subtilis 
оценивали in vitro методом агаровых слоев, основан-
ным на диффузии синтезируемых бациллами анти-
микробных веществ в толщу агаровой среды, содер-
жащей тест-культуру, и подавлении роста последней. 
В  качестве тест-культур служили Escherichia  coli б/н, 

ВВЕДЕНИЕ
Одним из проявлений взаимоотношений микроор-

ганизмов в природе является их антагонизм, заключа-
ющийся в том, что при совместном развитии бактерии 
одного вида угнетают жизнедеятельность бактерий 
другого вида. Данное свойство бактерий получило 
практическое применение в ветеринарии за счет их 
использования в качестве пробиотиков.

Необходимо отметить, что широкое использование 
в ветеринарной и медицинской практике последних 
десятилетий различных пробиотических препаратов 
из живых лакто- и  бифидобактерий привело к  сни-
жению их лечебного действия и подтолкнуло ученых 
к поиску новых, более эффективных микроорганизмов 
с пробиотическими свойствами. Одними из наиболее 
подходящих в этом плане биологических объектов яв-
ляются некоторые виды спорообразующих бактерий, 
и в первую очередь Bacillus subtilis [2, 3]. В настоящее 
время на их основе в мире создано более 50 различных 
споровых пробиотических препаратов. При совмест-
ном развитии Bacillus subtilis с бактериями других ви-
дов антагонистическая активность бацилл определяет 
выживание микроорганизмов при их взаимодействии 
в бактериальных ассоциациях. Bacillus subtilis образуют 
антибиотические вещества и за счет этого оказывают 
бактерицидное и  бактериостатическое действие на 
другие микроорганизмы. Сенная палочка может эффек-
тивно подавлять рост различных условно-патогенных 
бактерий, таких как кишечная палочка, стрептококки, 
стафилококки и другие. Антагонизм Bacillus subtilis в от-
ношении значительного количества микроорганизмов 
открывает широкие перспективы по созданию на их 
основе новых лечебно-профилактических препаратов 
для животных. Следует отметить, что положительные 
пробиотические качества культур Bacillus subtilis свой-
ственны не для каждого штамма [6, 8]. В основу пробио-
тических препаратов многих торговых марок заложены 
различные штаммы Bacillus subtilis. Механизм пробио-
тического действия препаратов на основе различных 
видов бацилл подробно описан в литературе [1, 7].

Целью данной работы было изучение биологиче-
ских свойств некоторых штаммов Bacillus subtilis, их ан-
тагонистической активности, процесса спорообразо-
вания и получения биомассы спор как один из первых 
этапов работы по поиску возможного претендента на 
роль пробиотического препарата. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы микроорганизмов. В работе использовали 

штамм Bacillus subtilis № 1232, полученный из музея ка-
федры микробиологии, вирусологии, эпизоотологии 
и ветеринарно-санитарной экспертизы Ульяновского 
ГАУ им. П. А. Столыпина, а в качестве контрольного слу-
жил референтный штамм АТСС 6633.

Питательные cреды. В исследовании использовали 
мясопептонный бульон (МПБ) по ГОСТ 20730-75, жид-
кую споруляционно-ростовую среду [5], 2%-й мясопеп-
тонный агар (МПА), 2%-й картофельно-пептонный агар, 
среды Гисса, а также деминерализованную воду.

Морфологию и тинкториальные свойства бактерий 
изучали под микроскопом в фазовом контрасте и путем 
окраски вегетативных клеток по Граму. Подвижность 
бактерий определяли методом раздавленной капли, 
используя 5– и 16–18-часовые бульонные культуры.

Культуральные свойства изучали по характеру ро-
ста в жидких и на плотных питательных средах.
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по содержанию и уходу за лабораторными животными 
ГОСТ 33216-2014 и ГОСТ 33215-2014, принятыми Меж-
государственным советом по стандартизации, метро-
логии и сертификации, а также согласно требованиям 
Директивы 2010/63/EU Европейского парламента и Со-
вета Европейского союза от 22 сентября 2012 г. по охра-
не животных, используемых в научных целях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Первая серия экспериментов заключалась в опре-

делении культурально-морфологических и биохими-
ческих свойств Bacillus subtilis. Для этого исследуемые 
штаммы бактерий в  объеме 0,1–0,2  см3 засевали на 
твердые и в жидкие питательные среды, а также среды 
Гисса. Посевной материал равномерно распределяли 
по поверхности МПА путем покачивания, чашки Петри 
подсушивали 30–40 мин при комнатной температуре, 
переносили в термостат и инкубировали вверх дном 
при температуре 35–37 °С в течение 20–24 ч. Посевы 
в жидкой питательной среде культивировали в этом 
же режиме.

В посевах на МПБ наблюдали характерный для 
Bacillus subtilis рост культуры, сопровождающийся по-
мутнением среды и образованием трудно разбиваю-
щейся пленки серовато-белого цвета на поверхности 
бульона.

На поверхности МПА после суточной инкубации на-
блюдали серовато-белые бугристые колонии с неров-
ными краями (рис. 1) вязкой консистенции. В мазках, 
окрашенных по Граму, наблюдали грамположительные 
цепочки и палочки диаметром около 0,6 мкм и длиной 
3–5 мкм (рис. 2). 

В препаратах, приготовленных по методу раздав-
ленной капли, клетки, благодаря своим жгутикам, были 
подвижны. 

Изучение биохимических свойств исследуемых 
штаммов показало, что бактерии ферментируют саха-
розу, глюкозу, манит, салицин, эскулин, фруктозу и не 
ферментируют лактозу, мальтозу, рамнозу, дульцит, 
инозит, сорбит, галактозу, раффинозу.

Бактерии не образуют индол, но образуют серово-
дород, гидролизуют крахмал, казеин, но не гидроли-
зуют тирозин и не гемолизируют эритроциты барана, 
редуцируют нитраты и продуцируют каталазу. 

Для подтверждения способности изучаемых куль-
тур к спорообразованию суточную бульонную культуру 
в объеме 0,3–0,5 см3 высевали на чашки Петри с кар-
тофельно-пептонным агаром, равномерно распреде-
ляя посевной материал по поверхности агара путем 
покачивания. Посевы подсушивали в термостате при 
 35–37 °С в течение 20–30 мин, переворачивали крыш-
кой вниз и инкубировали в течение 6–7 сут. Выбороч-
ная микроскопия мазков из культур, выросших в пре-
парате «раздавленная капля» и  контрастированных 
фуксином (рис. 3), показала наличие спор овальной 
формы, размером 0,8×0,6 мкм, расположенных в клет-
ке центрально.

Антагонистическую активность бактерий Bacillus 
subtilis исследовали на питательных средах по отноше-
нию к Escherichia coli б/н, Salmonella cholerae suis штамма 
№ 370, Staphylococcus aureus б/н. Проведенные опыты 
показали наличие зон торможения роста использован-
ных тест-культур от 15 до 20 мм.

Исследуемые штаммы Bacillus subtilis для белых мы-
шей были непатогенны.

Salmonella cholerae suis штамма № 370, Staphylococcus 
aureus б/н. Для оценки антагонистической активности 
Bacillus subtilis в чашки Петри с 2%-м МПА наслаивали 
сверху 0,7% МПА. Предварительно этот агар расплав-
ляли, охлаждали до 46–48 °С, вносили соответствую-
щую тест-культуру и после перемешивания наносили  
на 2%-й МПА, равномерно распределяя по поверхно-
сти. После 16–18-часового подращивания при 35–37 °С 
на поверхность полужидкого агара бактериологиче-
ской петлей наносили каплю исследуемого штамма 
Bacillus subtilis. Учет результатов осуществляли через 
16–18 ч инкубирования при 35–37 °С по размеру зон 
отсутствия роста тест-культур вокруг исследуемого 
штамма Bacillus subtilis.

Патогенные свойства определяли на беспородных 
белых мышах массой 16 г, которым внутрибрюшинно 
вводили по 0,5 см3 бульонной культуры Bacillus subtilis 
с концентрацией ×109 клеток в см3. Наблюдение за жи-
вотными вели в течение 10 сут.

Все эксперименты на животных проводились в стро-
гом соответствии с межгосударственными стандартами 

Рис. 1. Морфология колоний Bacillus subtilis штамма № 1232  
через 24 ч инкубации на МПА (×10) 

Рис. 2. Морфология клеток Bacillus subtilis штамма № 1232  
через 24 ч инкубации на МПА (окраска по Граму, ×900)
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ла. Быстрее из состояния анабиоза выходили споровые 
культуры, хранившиеся до одного года. 

Учитывая, что на процесс прорастания спор бацилл 
существенно влияет количество кислорода в питатель-
ной среде [4], во всех сериях экспериментов использо-
вали питательную среду одного и того же состава. Ре-
жим культивирования с шутелированием обеспечивал 
степень аэрации культуры кислородом на 75–85%. 

Примененный режим аэрации гарантировал 
 80–95%-ю инициацию спор через 10 мин с момента их 
инокулирования в питательную среду. По-видимому, 
наличие в питательной среде кислорода способствует 
более быстрому протеканию в спорах процессов, при-
водящих к выходу из состояния анабиоза.

В заключительной части экспериментов изучали 
влия ние культуральной жидкости на процесс прорас-
тания спор. Культивирование осуществляли в стацио-
нарных условиях. Подсчет прорастающих спор в кон-
трольных и опытных пробах проводили через каждые 
15 мин с момента их инокулирования в питательную 
среду. Оценку проводили микроскопическим методом 
и по изменению оптической плотности. Эксперименты 
показали, что через 45 мин количество проросших спор 
увеличилось до 90% в сравнении с 25–30% в контроле. 
В  ходе экспериментов был выявлен стимулирующий 
эффект культуральной жидкости из лаг-фазы на процесс 
прорастания. Это же явление наблюдали и при высеве 
обработанных покоящихся спор Bacillus subtilis на плот-
ные питательные среды. При этом отмечали увеличение 
числа выросших колоний по сравнению с контрольны-
ми пробами на 50–60%. По-видимому, в данном случае 
происходит инициация сверхпокоящихся спор, не про-
растающих без предварительной активации.

Полученные результаты согласуются с данными ли-
тературы, указывающими на необходимость термоак-
тивации для прорастания части споровой популяции 
Bacillus subtilis, находящихся в  состоянии глубокого 
анабиоза [4].

Можно предположить, что стимуляция прояв-
ляется не в  сокращении времени основных стадий 
 прорастания, а в увеличении числа вышедших из со-
стояния анабиоза и проросших спор. 

Вторая серия экспериментов была посвящена по-
лучению биомассы спор и определению их жизнеспо-
собности. Наработку биомассы спор проводили как на 
плотной, так и в жидкой питательной среде.

Для получения спор суточную бульонную культуру 
Bacillus subtilis в объеме 0,3–0,5 см3 засевали на чашки 
с картофельно-пептонным агаром. Посевы инкубиро-
вали в течение 6–7 сут. Процент спорообразования 
определяли путем выборочной микроскопии мазков 
из чашек в препарате «раздавленная капля». При про-
смотре 3–5  полей зрения мазка и  обнаружении не 
более 15–20 вегетативных форм на 80–100 спор, про-
изводили смыв спор с поверхности картофельно-пеп-
тонного агара стерильной деминерализованной во-
дой. Лизис остаточных количеств вегетативных клеток 
Bacillus subtilis производили прогреванием споровой 
суспензии на водяной бане при температуре 80 °С в те-
чение 30–40 мин. Споры дважды отмывали от остатков 
питательной среды стерильной деминерализованной 
водой путем центрифугирования в течение 20–30 мин 
при 4–5  тыс.  об/мин и  последующего ресуспенди-
рования.

Определение количества жизнеспособных спор 
проводили на МПА. Для этого расплавленный и  ох-
лажденный до температуры 45–50 °С МПА разливали 
по 15–20 см3 в стерильные чашки Петри. Исследуемую 
споровую культуру тщательно встряхивали и готовили 
ее 10-кратные разведения (с 10-1 до 10-8) на стерильной 
деминерализованной воде с  добавлением Твина-80 
(на 100 см3 воды 2 капли Твина). Для каждого разве-
дения использовали отдельную пипетку. Разведения 
выдерживали при комнатной температуре в течение 
15–20 мин.

После тщательного перемешивания из двух послед-
них разведений споровой суспензии (10-7 и 10-8), начи-
ная с последнего, стерильной микропипеткой делали 
высевы в чашки Петри с МПА, используя для каждого 
разведения отдельную пипетку. Из каждого разведе-
ния высев производили на три чашки с  МПА, внося 
в каждую по 0,1 см3 суспензии. После равномерного 
распределения путем покачивания посевного материа- 
ла по поверхности МПА чашки Петри подсушивали 
30–40 мин при комнатной температуре, переносили 
в термостат, ставя крышкой вниз, и инкубировали в те-
чение 20–24 ч при температуре 35–37 °С.

По истечении указанного времени проводили ви-
зуально подсчет колоний, выросших на МПА в каждой 
чашке Петри, находили среднее арифметическое число 
колоний каждого разведения споровой суспензии. 

При получении биомассы спор Bacillus subtilis в жид-
кой питательной среде культивирование проводили 
в 2-литровых колбах, содержащих 300 мл жидкой спо-
руляционно-ростовой питательной среды, при 35–37 °С 
на качалке (120 об/мин). Через 24 ч культивирования 
споры собирали и отмывали стерильной деминерали-
зованной водой с помощью центрифугирования при 
10 000 g 15 мин.

Число жизнеспособных клеток определяли путем 
подсчета колоний, образовавшихся после высева спо-
ровых суспензий на МПА. 

Микроскопическое исследование процессов прорас-
тания спор культуры Bacillus subtilis выявило гетероген-
ность выхода их из состояния анабиоза. Гетерогенность 
спор в отношении прорастания менялась в зависимости 
от сроков хранения исходных спор посевного материа-

Рис. 3. Спорообразование Bacillus subtilis штамма № 1232 через 
4 сут инкубации при 35 °С на картофельно-пептонном агаре 
(контрастирование фуксином, ×900) 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Штаммы Bacillus subtilis № 1232 и АТСС 6633 по куль-

турально-морфологическим и биохимическим призна-
кам соответствуют видовым характеристикам.

Методические подходы, использованные в работе, 
позволяют получить споровый материал Bacillus subtilis 
как в жидкой, так и на плотной питательной среде.

Изученный штамм № 1232 Bacillus subtilis проявлял 
антагонистическую активность в отношении всех трех 
видов испытанных бактерий: Escheriсhia coli, Salmonella 
cholerae suis и  Staphylococcus aureus – и  может быть 
предложен как кандидат для использования в качестве 
пробиотика.
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