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Описано методику визначення якісного та кількісного складу мікрофлори вмісту кишко-

вика лабораторних тварин, зокрема білих щурів. Метод дозволяє паралельно визначати різні 
групи мікроорганізмів у одній пробі вмісту кишковика та за 4 доби отримати повну картину 
стану мікробоценозу, що дає змогу судити про здоров’я тварин, дисбіотичні порушення у 
складі мікрофлори кишковика та корекцію їх пробіотичними препаратами. 
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За проведення досліджень щодо вивчен-

ня впливу пробіотичних препаратів на відно-
влення складу мікробоценозу кишковика 
тварин за умов експериментального дисбак-
теріозу, важливе значення має визначення 
якісного та кількісного складу мікрофлори 
вмісту кишковика лабораторних тварин, зок-
рема білих щурів. Єдиної загальної методики 
встановлення цього складу не існує. Норма-
тивними документами встановлюються ме-
тоди кількісного визначення вмісту окремих 
груп мікроорганізмів [1–4], наприклад, киш-
кової палички, стафілококів, протею, пато-
генних ентеробактерій. Проте у дослідниць-
кій роботі необхідно паралельно визначати 
різні групи мікроорганізмів у одній пробі 
вмісту кишковика для встановлення загаль-
ної картини порушень чи корекції складу 
мікробоценозу кишковика лабораторних 
тварин. 

Метою роботи була розробка й представ-
лення узагальнюючої методики встановлен-
ня якісного та кількісного складу мікрофло-
ри вмісту кишковика білих лабораторних 
щурів. 

Підготовка посуду та елективних се-
редовищ. Для кожної проби необхідно підго-
тувати стерильний бюкс (для внесення проби 
вмісту кишковика масою 1 г), стерильну 
скляну паличку, 7 стерильних шпателів, 
3 стерильні пробірки, стерильні піпетки на 

1 мл (6 шт.) та на 10 мл (для приготування 
розведень), 8 стерильних чашок Петрі. 

Увесь посуд стерилізують у паровому 
стерилізаторі впродовж 30 хвилин за тиску 
0,75 атм. та температури 120 °С. 

Елективні середовища готують і стерилі-
зують згідно інструкції від виробника та роз-
ливають у стерильні чашки Петрі. Таким чи-
ном готують: 3 чашки із середовищем Ендо, 
1 чашку із вісмут-сульфітним середовищем, 
1 чашку із середовищем Сабуро, 1 чашку із 
кров’яним агаром, 1 чашку з агаром Байрд-
Паркера. Середовище Блаурока готують на-
піврідким згідно рецепту [5], розливають у 
2 пробірки по 4,5 мл та автоклавують із ват-
ними корками. Попередньо готують стериль-
ні скошені агаризовані середовища Ольке-
ницького та Сімонса (по 10 шт. кожного на 
одну пробу) для ідентифікації окремих видів 
ентеробактерій. Пробірки зі скошеним сере-
довищем можна зберігати у холодильнику 
впродовж 30 діб. 

Для мікроскопування препаратів із сере-
довища Блаурока та підозрілих колоній з ін-
ших середовищ використовують набір реак-
тивів для фарбування за Грамом та мікрос-
коп. 

Відбір та приготування проби. Проби 
вмісту кишковика щурів (найчастіше прямої 
кишки) відбирають безпосередньо після за-
бою. Для цього стерильними ножицями від-
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різають ділянку кишковика, вміст якої буде 
досліджуватись, і поміщають її у стерильну 
чашку Петрі. Далі, застосовуючи правила 
асептики, розрізають кишку та виймають 
вміст. У стерильний бюкс поміщають 1 г 
вмісту та додають 9 мл стерильного фізіоло-
гічного розчину. Таким чином отримують 
десятикратне розведення (10–1). 

Часто трапляється, що у відділі кишко-
вика вмісту менше, ніж один грам, особливо 
коли працюють із хворими тваринами. Тоді 
зважують максимально можливу кількість 
вмісту та перераховують об’єм фізіологічно-
го розчину, який буде внесено у бюкс для 
отримання розведення у 10 разів. Наприклад, 
при масі проби 500 мг вносимо 4,5 мл розчи-
ну, при масі 300 мг — 2,7 мл розчину. 

Бюкси із пробами не зберігають, а відра-
зу використовують для засівання середовищ. 
Перед приготуванням розведень вміст бюкса 
ретельно перемішують стерильною скляною 
паличкою. 

Приготування та висівання розведень. 
Для приготування необхідних розведень ви-
користовують три стерильні пробірки, у які 
вносять по 9,9 мл стерильного фізіологічного 
розчину. 

Із бюкса стерильною піпеткою відбира-
ють 0,1 мл розчину та переносять у пробірку 
№ 1 із 9,9 мл фізіологічного розчину, стру-
шують. Таким чином отримуємо розведення 
10–3. Переносячи із цієї пробірки 0,1 мл роз-
чину в наступну пробірку (пробірка № 2), 
отримують розведення 10–5 і так далі згідно 
схеми (рис. 1). 

Після приготування усіх розведень із 
кожної пробірки стерильною піпеткою від-
бирають по 0,1 мл розчину та вносять у чаш-
ку Петрі з відповідним елективним середо-
вищем, збільшуючи кожне розведення ще у 
10 разів. Розчин розтирають по поверхні сте-
рильним шпателем до повного його погли-
нання агаром. У пробірки із середовищем 
Блаурока вносять по 0,5 мл розчину з певним 
розведенням, при цьому ступінь розведення 
зростає на порядок. 

Так, згідно схеми (див. рис. 1), із бюкса 
відбирають по 0,1 мл розчину і вносять у 
чашки Петрі із середовищем Ендо та вісмут-
сульфітним агаром, отримуючи розведення 
10–2. Із пробірки № 1 по 0,1 мл вносять у ча-
шки із середовищами Ендо, кров’яним ага-
ром, агаром Байрд-Паркера та Сабуро. При 

цьому отримують розведення 10–4. Із пробір-
ки № 2 вносять у чашку з середовищем Ендо 
0,1 мл розчину та 0,5 мл розчину в пробірку 
з середовищем Блаурока, отримуючи роз-
ведення 10–6. Із пробірки № 3 відбирають 
0,5 мл розчину в пробірку з середовищем 
Блаурока та отримують розведення 10–8. 

Залишають засіяні чашки та пробірки на 
столі на 15 хвилин, після чого ставлять у 
термостат за температури 37 °С. Чашки із 
середовищами Ендо, кров’яним агаром та 
вісмут-сульфітним агаром переглядають че-
рез 24 години після засіву, чашки із середо-
вищами Байрд-Паркера та Сабуро — через 
48 годин, а середовище Блаурока мікроско-
пують на 4-у добу росту. 

Підрахунок та ідентифікація колоній. 
Підрахунок колоній проводять на усіх чаш-
ках із середовищами. Так, наприклад, якщо 
на чашці з середовищем Ендо при розведен- 
ні 10–6 виросло 28 колоній, то загальна 
кількість кишкової палички становитиме 
28 · 106 КУО/г (колонієутворюючих одиниць 
на грам вмісту кишковика). Виняток складає 
чашка із середовищем Ендо при розведенні 
10–2, на якій фіксують присутність білих або 
прозорих колоній лактозонегативних енте-
робактерій, адже їх чисельність у загальній 
кількості кишкової палички зазвичай незна-
чна (менше 0,1 %). Підрахунок усіх колоній 
не проводять. 

На середовищі Ендо ростуть ентеробак-
терії, тому підраховують загальну кількість 
колоній: темно-червоного кольору з метале-
вим блиском і червоних (штами кишкової 
палички із нормальною ферментативною 
здатністю lac+), рожевих (слабоферментуючі 
штами lac±) та білих колоній (лактозонега-
тивні штами lac–) із врахуванням ступеня 
розведення. Типових представників цих груп 
пересівають на середовища Олькеницького 
та Сімонса для ідентифікації та підтвер-
дження їх ферментативної активності. Про-
бірки вміщують у термостат за температури 
37 °С на 24 години та після цього фіксують 
наявність певних біохімічних властивостей 
мікроорганізмів [6]. 

На чашках із вісмут-сульфітним агаром 
ідентифікують лактозонегативні ентеробак-
терії (Proteus, Salmonella, Klebsiella, Citro-
bacter та ін.). Для цього підраховують кіль-
кість однакових колоній та відсівають їх на 
середовища Олькеницького та Сімонса для 
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Рис. 1. Схема посіву проби вмісту кишковика щурів на елективні середовища (Е — сере-
довище Ендо, ВС — вісмут-сульфітне середовище, БП — середовище Байрд-Паркера, 
С — середовище Сабуро, Б — середовище Блаурока). 
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ідентифікації. Пробірки ставлять у термостат 
за температури 37 °С на 24 години та після 
цього також фіксують наявність певних біо-
хімічних властивостей мікроорганізмів [6]. 

При перегляді чашок із кров’яним ага-
ром відзначають наявність та кількість коло-
ній із зонами лізису (α чи β). Для ідентифіка-
ції гемолізуючих штамів мікроорганізмів го-
тують фіксовані препарати на предметних 
скельцях та після фарбування за Грамом мік-
роскопують. При цьому виявляють гемолі-
зуючі стрептококи, стафілококи, ентеробак-
терії. 

Через 48 годин після посіву на середо-
вищі Байрд-Паркера штами стафілококів 
утворюють чорні колонії. Рахують їх загаль-
ну кількість та окремо фіксують колонії із 
«хмаркою» (патогенні штами). Усі нетипові 
колонії висівають на середовища Олькени-
цького та Сімонса для ідентифікації. Пробір-
ки ставлять у термостат за температури 
37 °С на 24 години та після цього фіксують 
наявність певних біохімічних властивостей 
мікроорганізмів [6]. 

Переглядаючи чашки із середовищем 
Сабуро, виявляють присутність та підрахо-
вують молочно-білі колонії дріжджоподіб-
них грибків роду Candida. 

На четверту добу росту з пробірок із се-
редовищем Блаурока стерильною мікробіо-
логічною петлею відбирають краплю осаду 
на предметне скельце та готують фіксований 
препарат. Фарбують його за Грамом та мік-
роскопують у краплі гліцерину. Фіксують 
наявність синіх паличок лактобактерій та 
червоних або синіх Y- та V-подібних клітин 
біфідобактерій у пробірках певного розве-
дення. 

Зведення результатів досліджень. Усі 
результати досліджень зводять у загальну 
таблицю (табл. 1). При цьому загальна кіль-
кість клітин кишкової палички E. coli скла-
дається з сумарної кількості штамів із нор-
мальною ферментативною активністю («ме-
талеві» та червоні колонії на середовищі Ен-
до), слабоферментуючих штамів (рожеві ко-
лонії на середовищі Ендо) та лактозонега-
тивних штамів (білі безбарвні колонії на се-
редовищі Ендо). Кількість слабоферментую-
чих та лактозонегативних штамів кишкової 
палички розраховується у відсотках від зага-
льної кількості кишкової палички. 

Таблиця 1. Склад мікрофлори вмісту 
кишковика щурів 

Мікроорганізми Проба 
Загальна кількість E. coli 106–108 КУО/г 
– нормальноферментуючі 

(lac+) штами >75 % 

– слабоферментуючі (lac±) 
штами <25 % 

– лактозонегативні (lac–) 
штами 102 КУО/г 

Гемолізуючі штами 104 КУО/г 

Ентеробактерії (lac–) 102–103 КУО/г 

Стафілококи 104–106 КУО/г 

– від загальної кількості 
мікроорганізмів <25 % 

– з них патогенні штами <10 % 
Біфідобактерії 108–1010 КУО/г 

Лактобактерії 106–108 КУО/г 

Гриби роду Candida 104–105 КУО/г 

 
Кількість гемолізуючих штамів визнача-

ється кількістю колоній із зонами гемолізу 
(α чи β) на кров’яному агарі. При цьому за 
результатами мікроскопії та біохімічних по-
казників вказується, штами яких саме мікро-
організмів спричинили гемоліз (стрептококи, 
стафілококи, ентеробактерії). 

Загальна кількість стафілококів визнача-
ється за кількістю чорних колоній на середо-
вищі Байрд-Паркера, а у відсотковому показ-
нику вказується кількість патогенних шта-
мів. 

Щодо основних представників мікро-
флори кишковика — лактобактерій та біфі-
добактерій — їх кількість визначається мак-
симальним розведенням, за якого фіксується 
присутність клітин мікроорганізмів цих груп 
у приготованих для мікроскопії препаратах. 
Так, якщо зафіксовано під мікроскопом біфі-
добактерії у препаратах з розведень 10–6 та 
10–8, то кінцевим є результат 108 КУО/г. 
Якщо у розведенні 10–6 клітини присутні, а в 
розведенні 10–8 їх не спостерігаємо, то кінце-
вим буде показник 106 КУО/г. 

Кількість клітин дріжджоподібних гри-
бів Candida встановлюється на середовищі 
Сабуро. 
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Лактозонегативні ентеробактерії пропи-
суються окремим рядком із вказанням роду 
мікроорганізму (Proteus, Citrobacter, Salmo-
nella чи інші), що встановлюється за резуль-
татами визначення біохімічних властивостей 
штамів на середовищах Олькеницького та 
Сімонса із використанням таблиць властиво-
стей [6]. 

Оцінювання результатів. Визначення 
якісного та кількісного складу мікрофлори 
кишковика лабораторних тварин дає змогу 
судити про здоров’я тварин, дисбіотичні по-
рушення у складі мікрофлори кишковика та 
корекцію їх пробіотичними препаратами. 

Так, за норми у лабораторних щурів, згі-
дно наших досліджень [7–11], загальна кіль-
кість кишкової палички перебуває в межах 
106–108 КУО/г, при цьому кількість слабо-
ферментуючих штамів не перевищує 25 %. 
Зустрічаються поодинокі лактозонегативні 
штами. Серед гемолізуючих мікроорганізмів 
переважають представники стафілококів, 
стрептококів та кишкової палички. Кіль- 
кість стафілококів визначається у межах 
104–106 КУО/г, а чисельність патогенних 
штамів не перевищує 10 % від загальної 
кількості кокових форм. Найчисельніша 
група мікроорганізмів — це біфідобактерії 
та лактобактерії, що загалом складають бли-
зько 99 % загальної кількості мікроорга-
нізмів у кишковику щурів. Їхня кількість ся-
гає 108–1010 КУО/г для біфідобактерій та 
106–108 КУО/г для лактобактерій. Зменшен-
ня їх кількості на два порядки (у 100 разів) 
на фоні зростання кількості умовно-патоген-
них груп бактерій свідчить про виникнення 
серйозного дисбактеріозу кишківника. Кіль-
кість грибів роду Candida коливається у ме-
жах 104–105 КУО/г. Зростання їх кількості на 
порядок чи більше вказує на виникнення 
грибкового дисбактеріозу. Про виникнення 
протейного дисбактеріозу свідчить зростан-
ня кількості клітин протею із 102–103 КУО/г 
до 104–105 КУО/г. Загальна кількість ін- 
ших лактозонегативних умовно-патогенних 
ентеробактерій коливається в межах 102– 
103 КУО/г. 

Також слід зауважити, що за вивчення 
складу мікрофлори кишківника лаборатор-
них щурів, яким згодовують пробіотичні до-
бавки, прогнозується зростання загальної кі-
лькості біфідо- та лактобактерій, тому необ-
хідно зробити додаткове розведення (пробір-

ка № 4) та засіяти середовище Блаурока із 
розведенням 10–10. За моделювання дисбак-
теріозу введенням антибіотиків передбача-
ємо зменшення загальної кількості кишкової 
палички чи стафілококів (залежно від типу 
антибіотика) та біфідо- і лактобактерій. Тому 
посів на елективні середовища для цих видів 
мікроорганізмів необхідно робити при мен-
ших розведеннях. 

Таким чином, нами запропоновано ком-
плексну методику визначення складу мікро-
боценозу кишковика лабораторних тварин, 
що загалом займає 4 доби, однак дає можли-
вість визначити якісний та кількісний склад 
мікрофлори вмісту прямої кишки щурів і ді-
агностувати його порушення. 
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КОМПЛЕКСНЫЙ МЕТОД 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ СОСТАВА 
МИКРОФЛОРЫ КИШЕЧНИКА 
ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ 
 
М. В. Каминская 
Институт биологии животных НААН, г. Львов 

 
Описано методику определения качест-

венного и количественного состава микро-
флоры содержимого кишечника лаборатор-
ных животных, а именно белых крыс. Ме-
тод позволяет параллельно определять раз-
личные группы микроорганизмов в одной 
пробе вместимого кишечника и на протя-
жении 4 суток получить полную картину 
состояния микробоценоза, что даёт воз-
можность судить о здоровье животных, 
дисбиотических нарушениях в составе мик-
рофлоры кишечника и коррекции их пробио-
тическими препаратами. 

Ключевые слова: метод, микрофлора ки-
шечника, крысы. 

 

THE COMPLEX METHOD FOR 
DETERMINATION OF INTESTINAL 
MICROFLORA COMPOSITION 
OF LABORATORY ANIMALS 
 
M. V. Kaminska 
Institune of Animal Biology, NAAS, Lviv 

 
The method of determination of qualitative 

and quantitative composition of intestinal mic-
roflora of laboratory animals, namely albino 
rats, was described. The method allows to si-
multaneously identify different groups of micro-
organisms in one sample of intestinal composi-
tion and to get a full picture of microbocoenosis 
within 4 days that allows to consider animal’s 
health, dysbiotic infringement in intestinal mic-
roflora composition and its correction with pro-
biotic preparations. 

Key words: method, intestinal microflora, 
rats. 
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