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В данной публикации представлены результаты 
изучения токсичности микробной кормовой добавки 
предлагаемой для пчеловодства. Исследования 
проводились с учетом требований нормативного 
документа ГОСТ 31674-2012. В эксперименте были 
использованы культура стилонихий (Stylonychia 
mytilus) и лабораторные животные (кролики, мыши). 
Результаты экспресс-метода показали, что водный и 
ацетоновый экстракты, полученные из исследуемой 
добавки не оказали губительного действия на 
культуру простейших, жизнеспособность во всех 
группах составила 100,0 %. Анализ 
дермонекротического действия изучаемой добавки 
продемонстрировал, что исследуемые экстракты не 
вызывали кровоизлияния, гиперемии, шелушения, 
отеков и иной патологии, свидетельствующей о 
воспалительном процессе на коже лабораторных 
кроликов. Проведение острого эксперимента 

This publication presents the results of a study of 
toxicity of microbial feed additives offered for 
beekeeping. The research was carried with regard to 
requirements of the normative document GOST 
31674-2012. The culture of Stylonychia (Stylonychia 
mytilus) and laboratory animals (rabbits, mice) were 
used in the experiment. The results of the express 
method showed that aqueous and acetone extracts 
obtained from the studied additive did not have a 
detrimental effect on the culture of protozoa, the 
viability was 100.0 % in all groups. The analysis of the 
dermonecrotic effect of the studied additive 
demonstrated that the studied extracts did not cause 
hemorrhages, hyperemia, peeling, edema and other 
pathology indicating an inflammatory process on the 
skin of laboratory rabbits. The experiment confirmed 
the safety of the studied microbial additive, since 
during the research the laboratory mice remained 
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подтвердило безопасность исследуемой микробной 
добавки, так как в процессе исследований 
лабораторные мыши оставались активными, 
подвижными, признаков отравления и иной 
патологии − не установлено, а проведенное 
патологоанатомическое вскрытие не выявило 
поражений паренхиматозных органов лабораторных 
тест-объектов 

active, mobile, no signs of poisoning or other 
pathology were found, and the conducted 
pathoanatomical autopsy did not reveal lesions of 
parenchymal organs of laboratory test objects 
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Введение 

Исходя из научных данных, медоносные пчёлы существовали и 

выживали миллионы лет до появления человека. Такому длительному 

существованию без вмешательств извне, несомненно, поспособствовал 

врожденный комплекс защитных реакций организма – иммунитет [5]. 

В сравнении со странами Евросоюза Россия владеет более 

благоприятными условиями, которые могут позволить не только 

удерживать отрасль на нынешнем уровне, но и удвоить численность 

пчелиных семей и значительно увеличить производство меда. Несмотря на 

это, на территории нашей страны располагаются различные природно – 

климатические зоны, что влияет на показатели продуктивности 

пчеловодческих хозяйств. В России первое место по развитию 

пчеловодства занимает Республика Башкортостан [1]. 

К широкому распространению возбудителей различных заболеваний в 

промышленном пчеловодстве могут приводить различные факторы, такие 

как концентрация семей пчел, передвижения пасек, трудности 

изолирования пчел на местности, обмен племенной продукцией внутри 

страны или в международном масштабе. Помимо искусственных факторов 

существуют и природные особенности распространения заболеваний среди 

пчёл: смена дислокации пчелиных семей, нападения на более слабые 

семьи, также другие виды насекомых имеют общих возбудителей 
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заболеваний с медоносными пчёлами. Именно поэтому современное 

пчеловодство нуждается в применении антибиотиков, сульфаниламидов, 

азолов, амитраза, синтетических пиретроидов и других препаратов при 

одновременном проведении комплекса ветеринарно-санитарных 

мероприятий [6]. 

В современном пчеловодстве внимание специалистов привлекают 

препараты на основе природных биологически активных веществ. Целью 

данных препаратов является укрепление собственного иммунитета пчёл и 

повышению резистентности к различным стресс факторам. 

Исходя из вышесказанного, поиск новых добавок, обеспечивающих 

повышение естественной резистентности, усиление обменных процессов, 

увеличению продуктивности и жизнеспособности данных насекомых, 

является актуальным направлением. 

Работа проведена при поддержке гранта Президента Российской 

Федерации для государственной поддержки молодых российских ученых – 

кандидатов наук (соглашение № 075-15-2020-253 от 17.03.2020). 

Материалы и методы исследований. Исследования осуществляли 

на кафедре биотехнологии, биохимии и биофизики, а также базе научно-

испытательного центра токсико-фармакологических исследований и 

разработки лекарственных средств ветеринарного применения, кормовых 

добавок и дезинфектантов (НИЦ Ветфармбиоцентр), являющийся 

структурным подразделением ФГБОУ ВО «Кубанский государственный 

аграрный университет имени И. Т. Трубилина». 

Объектом исследований служила пробиотическая добавка, 

действующим началом которой являлись живые формы микроорганизмов 

(Lactobacillus kunkeei), выделенные из трутневого молочка медоносной 

пчелы и выращенные глубинным способом в мелассной питательной среде 

для применения в пчеловодстве [7]. 
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Из биообъектов в экспериментах были использованы: простейшие 

рода брюхоресничных инфузорий (Stylonychia mytilus) и лабораторные 

животные (мыши, кролики). 

Токсикологические опыты пробиотической добавки осуществлялись 

экспресс-методом, с помощью биотестирования на стилонихиях, а также 

основным методом определения общей токсичности на кроликах и мышах 

(ГОСТ 31674-2012) [2]. Содержание лабораторных животных 

соответствовало нормативной документации (ГОСТ 33216-2014) [3], они 

имели свободный доступ к воде и получали лабораторный 

гранулированный корм «Чара», изготовленного согласно ГОСТ 34566-2019 

[4]. Перед постановкой опыта лабораторные животные проходили 

семидневный карантин, а затем акклиматизацию в экспериментальном 

помещение в течении пяти суток. 

Экспресс-метод определения общей токсичности пробиотической 

добавки проводили в научно-исследовательском помещении кафедры 

биотехнологии, биохимии и биофизики Кубанского ГАУ на суточной 

культуре Stylonychia mytilus, находящейся в логарифмической фазе роста. 

Для этого культуру Stylonychia mytilus подвергали действию водного и 

ацетонового экстрактов с содержанием различных фракций токсических 

веществ, извлеченных из анализируемой добавки водой и ацетоном. 

Результат экспресс-метода оценивали по количеству погибших стилонихий 

в пяти проворностях. Нетоксичной считается добавка, в которой при 

одновременном параллельном использовании водной и ацетоновой 

вытяжек 70−100 % инфузорий не погибли. В качестве контроля 

использовали 1,0 %-ный ацетоновый раствор (1,0 % А р-р) и раствор 

Лозина-Лозинского (р-р ЛЛ). Реакцию жизнеспособности инфузорий 

(N, %) вычисляли по формуле: 
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N = N2 / N1 × 100, 

где N2 – среднеарифметическое (из пяти испытаний) значение количества стилонихий в 

конце опыта через 1 ч экспозиции, шт.; N1 – среднеарифметическое (из пяти 

испытаний) значение количества стилонихий в начале опыта, шт.; 100 – коэффициент 

перевода результата в проценты. 

 

Метод определения общей токсичности кормовой добавки на 

лабораторных животных подразумевает её биотестирование параллельно 

на кроликах (кожная проба) и мышах (острый опыт), что дает возможность 

учесть как дермонекротическое действие токсинов, так и их воздействие на 

пищеварительную систему теплокровных животных. 

Для проведения кожно-резорбтивного исследования на 

выстриженные участки кожи двух лабораторных кроликов (на одной 

стороне) пластиковой лопаткой наносили водный и ацетоновый экстракты. 

В качестве контрольного поля для оценивания результата исследований 

использовали выстриженный участок кожи на симметричной стороне 

кроликов, который не подвергался обработке. Для предупреждения 

слизывания экстрактов на шею животных надевали воротник. 

Продолжительность опыта ‒ 72‒120 ч. Токсичность пробиотической 

добавки оценивали по наличию или отсутствию воспалительной реакции 

на оголенных участках кожи кроликов с нанесенными экстрактами в двух 

параллельных исследованиях. 

Для проведения острого опыта на мышах осуществляли извлечение 

токсичных веществ из добавки ацетоном и водой и вводили их в желудок 

лабораторным животным. В эксперименте было использовано 20 белых 

мышей с живой массой от 18 до 22 г, которых предварительно 

выдерживали на голодной диете в течении 6 ч. Таким образом, было 

сформировано 4 группы животных: 1-я контрольная группа ‒ животным 

вводили в желудок растительное масло для сравнения с группой, которым 
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вводили ацетоновый экстракт в объеме 0,5 мл; 2-я контрольная группа ‒ 

мышам вводили в желудок дистиллированную воду для сравнения с 

группой, которым вводили водный экстракт в объеме 0,5 мл; 1-я опытная 

группа ‒ лабораторным животным вводили в желудок ацетоновый 

экстракт в объеме 0,5 мл; 2-я опытная группа ‒ лабораторным 

биообъектам вводили в желудок водный экстракт в объеме 0,5 мл. 

Наблюдение за лабораторными мышами проводилось в течении 3-х дней. 

Оценку результата опыта осуществляли на основании анализа состояния 

желудочно-кишечного тракта, печени, селезенки и почек при 

патологоанатомическом вскрытии лабораторных мышей. Добавку 

считали нетоксичной, в случае когда все лабораторные животные 

оставались жизнеспособными, а при их вскрытии не было зафиксировано 

патологоанатомических изменений. 

Результаты исследований и их обсуждение. Так как на 

сегодняшний день на территории Российской Федерации отсутствует 

четкий регламент проведения токсичности (безопасности) используемой в 

научно-исследовательской работе кормовой добавки, было принято 

решение осуществить данные эксперименты ссылаясь на методы 

определения общей токсичности согласно ГОСТ 31674-2012. Данные 

методы являются качественными и дают возможность оценить общую 

токсичность кормов, комбикормов, комбикормового сырья и кормовых 

добавок. 

Первым этапом исследований было проведение ускоренного или 

предварительного биотестирования анализируемой пробиотической 

добавки, что позволяет в течение малого промежутка времени (1,5‒3 ч) 

определить токсичность добавки на Stylonychia mytilus. Результаты 

экспресс-метода на Stylonychia mytilus представлены в таблице 1. 
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Таблица 1 – Результаты экспресс-метода на Stylonychia mytilus 

Группы 
Кол-во 

стилонихий, 
шт. 

Повторности 
N, % 

1 2 3 4 5 

Контроль (р-р ЛЛ) 
N1 20,0 19,0 19,0 18,0 19,0 

100,0 
N2 20,0 19,0 19,0 18,0 19,0 

Контроль (1,0 % А р-р) 
N1 17,0 18,0 19,0 19,0 19,0 

100,0 
N2 17,0 18,0 19,0 19,0 19,0 

Водный экстракт 
добавки 

N1 19,0 17,0 17,0 17,0 19,0 
100,0 

N2 19,0 17,0 17,0 17,0 19,0 

Ацетоновый экстракт 
добавки 

N1 20,0 19,0 19,0 18,0 17,0 
100,0 

N2 20,0 19,0 19,0 18,0 17,0 

 

В результате проведенных исследований установлено, что в 

контроле, где в качестве раствора использовали жидкость Лозина-

Лозинского ни в одной из повторностей в конце опыта не было 

зафиксировано изменений в количестве стилонихий, показатель 

жизнеспособности был равен 100,0 %. В контрольной группе, где 

применяли 1,0 %-й раствор ацетона показатель жизнеспособности 

инфузорий составил аналогично одноименной группе ˗ 100,0 %. При 

анализе численности Stylonychia mytilus на конец опыта в группах где 

применяли водный и ацетоновый экстракты пробиотической добавки, 

исследуемый показатель во всех пяти повторностях оставался 

аналогичным на начало опыта. В целом показатель жизнеспособности в 

данных группах составил также 100,0 %. 

Таким образом, экспресс-оценка продемонстрировала, что во всех 

опытах показатель жизнеспособности составил 100,0 %, что согласно 

ГОСТ 31674-2012 подтверждает не токсичность исследуемой добавки. 

Следующим важным этапом исследований, дающий максимально 

достоверные результаты является изучение безопасности кормовой 

добавки путем проведения основного метода определения общей 

токсичности на кроликах и мышах согласно ГОСТ 31674-2012. 
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Подготовка к дермонекротическому изучению добавки на тест-

биообъекте включала в себя выстригание шерстного покрова в области 

бедра кроликов и лопатки с одной стороны и с другой стороны только 

сбоку участка кожи размером 6,0×6,0 см и дальнейшее нанесение на 

участки изучаемых экстрактов. При этом, чтобы не получить искаженных 

результатов исследований при визуализации реакции кожа подопытных 

кроликах была без повреждений и пигментаций. Токсичность добавки 

определяли по наличию воспалительной реакции на выстриженном участке 

кожи, находящимся в контакте с изучаемым экстрактом [2]. 

В результате проведенных исследований не было зафиксировано 

кровоизлияния, гиперемии, шелушения, отеков и иной патологии, 

свидетельствующей о воспалительном процессе. Животные оставались 

активны, охотно употребляли корма и воду, болевых признаков при 

надавливании на исследуемые участки кожи не выявлялось. Таким 

образом, результаты двух параллельных биотестов на кроликах 

продемонстрировали отсутствие токсикологического свойства изучаемой 

пробиотической добавки.  

При проведении острого эксперимента на мышах, предварительно 

тест-биообъекты в количестве пяти голов в каждой группе отсаживали в 

отдельные клетки без дачи корма в течение 6 ч. Далее согласно плану 

исследований мышам всех групп с применением специального 

ротопищеводного (питательного) зонда однократно вводили per os 

анализируемые экстракты и контрольные растворы. В течение 72 часов 

вели наблюдение за мышами, предоставив им неограниченный доступ к 

комбикорму и питьевой воде. Результаты жизнеспособности подопытных 

лабораторных животных представлены в таблице 2. 
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Таблица 2 – Результаты острого опыта на мышах 

Группа 
Вид 

тест-объекта 
Объём, раствор, 
способ введения 

Результат испытаний, гол. 
пало Выжило 

1-я контрольная 

Лабораторная 
мышь 

0,5 мл, растительное 
масло, per os 

0 5 

2-я контрольная 
0,5 мл, 

дистиллированная 
вода, per os 

0 5 

1-я опытная 
0,5 мл, ацетоновый 

экстракт добавки, per os 
0 5 

2-я опытная 
0,5 мл, водный экстракт 

добавки, per os 
0 5 

 

Результаты проведённого эксперимента при введении мышам 

исследуемой добавки показали, что с после 3-ёх суток гибели 

лабораторных животных не наблюдалось. Подопытные биообъекты 

оставались активными, подвижными, признаков отравления и иной 

патологии − не установлено. Для подтверждения безопасности микробной 

добавки проводилось умерщвление лабораторных мышей с соблюдением 

требований гуманности к лабораторным животным, при этом изучали 

состояние отдельных органов биообъектов (желудочно-кишечный тракт, 

печень селезенку, почки) путём патологоанатомического вскрытия. 

Результаты исследований продемонстрировали, что у мышей всех групп 

геморрагическое воспаление желудочно-кишечного тракта отсутствовало, 

дегенерация печени, почек и селезенки не отмечалось, кровоизлияний в 

паренхиматозных органов − не установлено. Расположение исследуемых 

органов в полости было анатомически правильным. 

Таким образом, результаты научно-исследовательской работы 

продемонстрировали, что в опытах на простейших (Stylonychia mytilus), а 

также при параллельном анализе исследуемой добавки на кроликах и 

мышах − биообъекты оставались жизнеспособны и без признаков 

патологии. В целом можно сделать заключение, что разработанная 
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пробиотическая добавка согласно ГОСТ 31674-2012 может быть 

использована без ограничений. 
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