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РЕФЕРАТ 
Результаты метагеномного анализа выявили высокое филогенетическое и 
таксономическое разнообразие микробного сообщества как просветной, так и 
мукозной микрофлоры кишечного микробиома птицы. Анализ таксономиче-
ской структуры сравниваемых микробиомов показал, как сходство, так и раз-
личия в таксономическом разнообразии и относительном обилии (%) бакте-

рий сравниваемых микробиомов на уровне порядка, класса, рода. 
На уровне типов в просветном и мукозном микробиоме кишечника птицы идентифи-

цировано 24 таксономические категории, на уровне класса 35, на уровне порядка 75, на 
уровне семейства 168, на уровне рода – 350. 

Основную долю микробного сообщества просветного и мукозного микробиома со-
ставляли микроорганизмы, относящиеся к типам Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria 
Cyanobacteria и Bacteroidetes. Сравнение биологического разнообразия толстокишечного 
и мукозного микробиомов на уровне филума показало, что относительная величина Pro-
teobacteria по отношению к Firmicutes в мукозном микробиоме было в 3,25 раза выше, а 
соотношение Firmicutes к Bacteroidetes в толстокишечном микробиоме в 3,98 раза выше, 
чем в мукозном.  

На уровне рода различия в составе микробиомов проявились большей относительной 
долей (по убывающей) в просветном микробиоме представителей рода Lactobacillus, 
Candidatus Arthromitus, Romboutsia, Gallibacterium, Campylobacter, Enterococcus, и пред-
ставителей рода Acinetobacter, Staphylococcus, Bacillus и Bradyrhizobium в мукозном. 

Углублённое изучение кишечной микробиоты с использованием приемов культиви-
рования и высокотехнологичных методов идентификации микроорганизмов с учетом 
результатов метагеномного анализа позволяет значительно расширить пред-
ставление о  видовом многообразии микробиомов и функциях представи-
телей различных таксонов в поддержании здоровья птицы, а  также для 
формирования переписи представителей нормальной микрофлоры птицы.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Нормальная микрофлора представляет 

собой качественное и количественное 
соотношение разнообразных популяций 
микробов отдельных органов и систем, 
поддерживающее биохимическое, мета-
болическое и иммунологическое равнове-
сие, необходимое для сохранения здоро-
вья животных [1-3]. Важнейшей функци-
ей микрофлоры является ее участие в 
формировании резистентности организма 
различным болезням и обеспечение 
предотвращения колонизации организма 
человека посторонними микроорганизма-
ми. 

Птицеводство является одной из са-
мых быстрорастущих отраслей в мире. 
Однако несмотря на резкую активизацию 
исследований в области изучения кишеч-
ного микробиома промышленной птицы, 
ряд вопросов до настоящего времени все 
ещё остаётся нерешённым, среди них раз-
личия таксономического состава микро-
биоценозов на уровне типов и родов в 
различных отделах кишечника, влияние 
медикаментозной нагрузки на структуру 
кишечного микробиома и ряд других во-
просов, связанных с пониманием взаимо-
действия между характером изменений в 
структуре кишечного микробиома и 
риском развития микробиом-
ассоциированных болезней птицы и воз-
никновению резистентности[4-6] . 

В этой связи диагностика состояния 
нормальной микробиоты желудочно-
кишечного тракта сельскохозяйственной 
птицы с целью разработки и осуществле-
ния мер по ее сохранению или восстанов-
лению, является актуальной задачей вете-
ринарной медицины, обозначенной в № 
492-ФЗ “О биологической безопасности в 
Российской Федерации”. Формирование 
коллекции представителей нормальной 
микрофлоры человека и сельскохозяй-
ственных животных регламентировано 
Постановлением правительства РФ от 
16.04.2022 №676. 

Для оценки таксономического разно-
образия микробных сообществ наряду с 
микробиологическими техниками изуче-
ния микробиома на экосистемном уровне 

широко используются метагеномные тех-
нологии секвенирования, основанные на 
полиморфизме длин терминальных ре-
стрикционных фрагментов генов 16S 
рРНК, в том числе и для изучения биоло-
гической и экологической роли кишечно-
го микробиома с точки зрения видового 
состава, разнообразия и структуры сооб-
ществ и дают возможность на описатель-
ном уровне выявить некультивируемые 
члены кишечных микробиомов. [7-9] В 
этой связи разработка и осуществления 
мер по сохранению или восстановлению 
нормальной кишечной микробиоты 
неразрывно связана как с селекцией пред-
ставителей нормальной кишечной микро-
флоры с действенными пробиотическими 
свойствами микробиологическими мето-
дами, так и изучением влияния пробиоти-
ков на микробиоту птиц методом метаге-
номного анализа [10-11]. 

В связи с вышеизложенным, диагно-
стика состояния нормальной микробиоты 
желудочно-кишечного тракта сельскохо-
зяйственной птицы микробиологически-
ми методами и методами метагеномного 
анализа в сравнительном аспекте и созда-
ние коллекции представителей нормаль-
ной кишечной микрофлоры птицы явля-
ется актуальной и своевременной зада-
чей, которая может потенциально способ-
ствовать разработке новых терапевтиче-
ских стратегий для модуляции состава 
микробиомов в плане воздействия на здо-
ровье животных для борьбы с глобаль-
ным бременем неинфекционных заболе-
ваний и устойчивым производством без-
опасных и качественных белковых про-
дуктов в питании человека.  

ЦЕЛЬ РАБОТЫ: формировать пере-
чень представителей нормальной микро-
флоры птицы с помощью современных 
молекулярно-генетических технологий 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  

Образцы для исследований были ото-
браны от кур породы белый леггорн в 
возрасте 90 дней, не получавших анти-
биотики, выращенных в виварии с кон-
тролируемой подачей воздуха в индиви-
дуальных клетках, исключающих группо-
вой контакт.  Образцы кормов проверя-
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Рисунок 1. Филогенетический профиль просветного (luminal) и мукозного (mucosal) 
микробиома птицы на уровне типа. 

Таблица 1 
Количественные результаты исследования филогенетического профиля на 

уровне типа 

Тип микроорганизма 
Мукозный микробиом 

% reed, ±SEM 

Просветный 
микробиом 

% reed, ±SEM 

Firmicutes 48,84 ± 3,57 85,23 ± 7,85 

Proteobacteria 45,70 ± 2,72 9,62 ± 5,38 

Epsilonbacteraeota 3,13 ± 0,87 5,05 ± 2,51 

Bacteria, unclassified 1,80 ± 0,14 0,01 

Reed, unclassified 0,30 ± 0,07 0 

Bacteroidetes 0,14 ± 0,04 0 

Actinobacteria 0,06 ± 0,04 0 

Cyanobacteria 0,04 0,05 ± 0,01 

Patescibacteria 0 0,03 ± 0,02 

лись на наличие антибиотиков.  Образцы 
содержимого толстого отдела кишечника 
и муцинового слоя получали сразу после 
забоя птицы методом цервикальной дис-
локации.  

Выделение ДНК из метагеномных об-
разцов осуществляли с помощью наборов 
QIAamp DNA Microbiome Kit (Qiagen, 
Германия) согласно инструкции произво-
дителя. Проверку качества выделенной 
ДНК проводили методом электрофореза в 
0,8 % агарозном геле, а также с использо-
ванием системы микрокассетного элек-
трофореза TapeStation 4200. Концентра-
цию ДНК измеряли на флуориметре 
Quantus (Promega). Подготовка ДНК-
библиотеки проведена согласно протоко-
лу «16S Metagenomic Sequencing Library 
Preparation» с использованием набора 
реактивов NexteraXT. Для секвенирова-

ния использован набор реактивов MiSeq 
Reagent Kit v3, обеспечивающий получе-
ние прочтений длиной 300 нуклеотидов. 
Для анализа данных секвенирования 16S 
рРНК использовался пакет программ 
QIIME2 и протокол DADA2. Для опреде-
ления таксономического состава исполь-
зовался наивный байесовский классифи-
катор, обученный на базе данных после-
довательностей рибосомных генов Silva. 
Бактерии, представленные в количестве 
менее 1% от среднего количества ампли-
конов на образец, были исключены. 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

В ходе нашей работы бы проанализи-
рован большой массив данных от каждо-
го образца в отдельности. Результаты 
метагеномного анализа выявили высокое 
филогенетическое и таксономическое 
разнообразие микробного сообщества как 
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просветной, так и мукозной микрофлоры 
кишечного микробиома птицы. Анализ 
таксономической структуры сравнивае-
мых микробиомов показал, как сходство, 
так и различия в таксономическом разно-
образии и относительном обилии (%) бак-
терий сравниваемых микробиомов на 
уровне порядка, класса, рода и вида. 

На уровне типов в просветном и му-
козном микробиоме кишечника птицы 
идентифицировано 24 таксономические 
категории.  

Основную долю микробного сообще-
ства просветного и мукозного микробио-
ма составляли микроорганизмы, относя-
щиеся к типам Firmicutes, Proteobacteria, 

Рисунок 2. Филогенетический профиль просветного (luminal) и мукозного (mucosal) 
микробиома птицы на уровне класса 

Таблица 2 
Количественные результаты исследования филогенетического профиля на 

уровне класса 

Класс микроорганиз-
ма 

Мукозный микробиом, 
 %  reed , ±SEM 

Просветный микробиом, 
%  reed  ±SEM 

Bacilli 32,68 ± 2,21 66,05 ± 13,63 

Clostridia 16,16 ± 4,27 19,09 ± 8,23 

Gammaproteobacteria 44,20 ± 2,72 9,52 ± 5,37 

Campylobacteria 3,13 ± 0,87 5,05 ± 2,51 

Bacteria, unclassified 1,80 ± 0,14 0,01 

Alphaproteobacteria 1,50 ± 0,15 0,10 ± 0,03 

Reed, unclassified 0,30 ± 0,07 0 

Bacteroidia 0,14 ± 0,04 0 

Actinobacteria 0,06 ± 0,04 0 

Oxyphotobacteria 0,04 0,05 ± 0,01 

Negativicutes 0 0,09 ± 0,08 

Saccharimonadia 0 0,03 ± 0,02 

Actinobacteria Cyanobacteria и Bacteroide-
tes (рис.1, табл.1). 

Сравнение биологического разнообра-
зия толстокишечного и мукозного микро-
биомов на уровне типа показало, что от-
носительная величина Proteobacteria по 
отношению к Firmicutes в мукозном мик-
робиоме было в 3,25 раза выше, а соотно-
шение Firmicutes к Bacteroidetes в толсто-
кишечном микробиоме в 3,98 раза выше, 
чем в мукозном.  

Возможно, относительное доминиро-
вание фила Proteobacteria в сравнении с 
Firmicutes в муциновом слое, связано с 
различными функциональными активно-
стями представителей этих таксонов. В 
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Таблица 3 
Количественные результаты исследования филогенетического профиля 

на уровне порядка 

Порядок 
Мукозный микробиом , 

 % reed ±SEM 
Просветный микробиом, 

% reed, ±SEM 

Lactobacillales 3,67 ± 1,26 65,31 ± 13,68 

Clostridiales 16,16 ± 4,27 19,09 ± 8,23 

Pseudomonadales 43,57 ± 2,68 1,22 ± 0,07 

Bacillales 29,01 ± 2,14 0,74 ± 0,09 

Campylobacterales 3,13 ± 0,87 5,05 ± 2,51 

частности, основные метаболические ак-
тивности Firmicutes связаны с углевод-
ным обменом с биосинтезом и метаболиз-
мом кофакторов и витаминов, липидов, 
ферментов, аминокислот и глюкана, тогда 
Proteobacteria участвуют в метаболизме 
нуклеотидов и энергетическом обмене, 
оказывая влияние на созревание и диффе-
ренциацию муцина и кооптацию с имму-
нокомпетентными клетками слизистой 
кишечника. 

На уровне класса в просветном и му-
козном микробиоме кишечника птицы 
идентифицировано 35 таксономических 
категорий. На уровне класса характерные 
различия в таксономическом составе 
сравниваемых микробиомов на уровне 
класса из числа 8 топовых категорий про-
явились большей относительной долей 
представителей класса Bacilli и Clostridia 
в составе просветного микробиома и зна-
чительным превалированием доли Gam-
maproteobacteria в составе мукозного 
микробиома (рисунок 2, таблица 2). 

На уровне порядка в микробиоме ки-
шечника птицы идентифицировано 75 
таксономических категорий, в просвет-
ном микробиотоме превалировала отно-
сительная доля бактерийных линий по-
рядка Lactobacillales, за которой следова-
ли Clostridiales, Pasteurellales, тогда как в 
мукозном микробиоме - Bacillales, Pseu-
domonadales, Lactobacillales, основные из 
которых представлены в таблице 3. 

На уровне семейства в просветном и 
мукозном микробиоме кишечника птицы 
идентифицировано 168 таксономических 
категорий. Из числа топовых линий отно-
сительное обилие Lactobacillaceae Clos-

tridiaceae Pasteurellaceae Campylobacter-
aceae в просветном микробиоме было 
выше по сравнению чем в мукозном, то-
гда как в составе мукозного микробиома 
превалировали представители семейства 
Moraxellaceae Bacillaceae Clostridiaceae 
Staphylococcaceae. Интересно отметить, 
что представители семейств Bacillaceae и 
Bradyrhizobiaceae не относились к топо-
вым семействам просветной микрофлоры 
кишечника птицы, а представители се-
мейства Pasteurellaceae – к топовым му-
козного микробиома (таблица 4). 

На уровне рода в микробиоме кишеч-
ника птицы идентифицировано 350 таксо-
номических категорий (таблица 5). 

На уровне рода различия в составе 
микробиомов проявились большей отно-
сительной долей (по убывающей): в про-
светном микробиоме представителей рода 
Lactobacillus, Candidatus Arthromitus, 
Romboutsia, Gallibacterium, Campylobac-
ter, Enterococcus, в мукозном микробиоме 
представителей рода Acinetobacter, Staph-
ylococcus, Bacillus и Bradyrhizobium. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Изучение генетического разнообразия 
кишечной микробиоты - ценный инстру-
мент при разработке новых биологиче-
ских технологий, в том числе кормовых 
добавок и лекарственных препаратов, 
нормализующих микробиоту. Выделение 
чистых культур микроорганизмов и их 
исследование необходимо для создания 
коллекции представителей нормальной 
микрофлоры, с целью разработки средств 
профилактики и лечения заболеваний, 
связанных с нарушениями нормальной 
микробиоты. Применение метагеномного 
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Таблица 4 
Количественные результаты исследования филогенетического профиля 

на уровне семейства 

Семейство Мукозный микробиом , 
 % reed ±SEM 

Просветный микробиом, 
% reed, ±SEM 

Lactobacillaceae 2,59 ± 1,33 63,80 ± 14,60 

Moraxellaceae 43,57 ± 2,68 1,22 ± 0,07 

Staphylococcaceae 20,88 ± 2,13 0,55 ± 0,08 

Clostridiaceae 15,72 ± 4,62 10,90 ± 6,43 

Bacillaceae 8,13 ± 0,46 0,19 ± 0,02 

Campylobacteraceae 3,08 ± 0,84 4,83 ± 2,37 

Таблица 5 
Количественные результаты исследования филогенетического профиля 

на уровне рода 

Род 
Мукозный микро-
биом, 

 % reed ±SEM 

Просветный микро-
биом, 

% reed, ±SEM 

Lactobacillus 2,59 ± 1,33 63,80 ± 14,60 

Acinetobacter 43,57 ± 2,68 1,21 ± 0,07 

Staphylococcus 20,84 ± 2,12 0,55 ± 0,08 

Candidatus Arthromitus 15,71 ± 4,61 10,82 ± 6,41 

Bacillus 8,13 ± 0,46 0,19 ± 0,02 

Campylobacter 3,08 ± 0,84 4,83 ± 2,37 

секвенирования не исключает использо-
вание методов классической микробиоло-
гии, а только дополняет их с целью оцен-
ки биологического разнообразия кишеч-
ной микробиоты, не поддающейся микро-
биологическим техникам культивирова-
ния. 

Углублённое изучение кишечной мик-
робиоты с использованием приемов куль-
тивирования и высокотехнологичных 
методов идентификации микроорганиз-
мов с учетом результатов метагеномного 
анализа позволяет значительно расши-
рить представление о видовом многооб-
разии микробиомов и функциях предста-
вителей различных таксонов в поддержа-
нии здоровья птицы, а также для форми-
рования переписи представителей нор-
мальной микрофлоры птицы. 

Исследование финансировалось Феде-
ральной службой по ветеринарному и 
фитосанитарному надзору, научно-
исследовательский проект 
№122012700127-9 «Диагностика состоя-

ния нормальной микробиоты желудочно-
кишечного тракта сельскохозяйственной 
птицы под воздействием антимикробных 
и пробиотических препаратов для разра-
ботки и осуществления мер по ее сохра-
нению или восстановлению». 
MODERN MOLECULAR GENETIC 
TECHNOLOGIES FOR FORMING A 
LIST OF REPRESENTATIVES 
NORMAL BIRD MICROFLORA 
 Prasolova O.V.1 Malik N.I.1, Soltynskaya 
I.V.1, Bogomazova A.N.1,2, Krylova 
E.V.1, Malik E.V.1 
1-The Russian State Center for Animal 
Feed and Drug Standardization and Qual-
ity, 2- Federal Scientific and Clinical Cen-
ter of Physical and Chemical Medicine 
ABSTRACT 

The results of the metagenomic analysis 
revealed a high phylogenetic and taxonomic 
diversity of the microbial community of both 
luminal and mucosal microflora of the bird 
intestinal microbiome. Analysis of the taxo-
nomic structure of the compared microbi-
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omes showed both similarities and differ-
ences in the taxonomic diversity and relative 
abundance (%) of bacteria of the compared 
microbiomes at the level of order, class, ge-
nus. 

At the type level, 24 taxonomic catego-
ries were identified in the luminal and muco-
sal intestinal microbiome of birds, at the 
class level 35, at the order level 75, at the 
family level 168, at the genus level 350. 

The main share of the microbial commu-
nity of the luminal and mucosal microbiome 
was made up of microorganisms belonging 
to the Firmicutes, Proteobacteria, Actinobac-
teria Cyanobacteria, and Bacteroidetes phy-
la. Comparison of the biological diversity of 
the colonic and mucosal microbiomes at the 
phylum level showed that the relative value 
of Proteobacteria in relation to Firmicutes in 
the mucosal microbiome was 3.25 times 
higher, and the ratio of Firmicutes to Bac-
teroidetes in the colonic microbiome was 
3.98 times higher. than in mucosal. 

At the genus level, differences in the 
composition of microbiomes were manifest-
ed by a greater relative share (in decreasing 
order) in the luminal microbiome of repre-
sentatives of the genus Lactobacillus, Candi-
datus Arthromitus, Romboutsia, Gallibacte-
rium, Campylobacter, Enterococcus, and 
representatives of the genus Acinetobacter, 
Staphylococcus, Bacillus and Bradyrhizobi-
um in the mucosal microbiome. An in-depth 
study of the intestinal microbiota using culti-
vation techniques and high-tech methods for 
identifying microorganisms, taking into ac-
count the results of metagenomic analysis, 
can significantly expand the understanding 
of the species diversity of microbiomes and 
the functions of representatives of various 
taxa in maintaining bird health, as well as to 
form a census of representatives of normal 
bird microflora. 
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