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Аннотация
В статье описаны данные по изучению таксономического разнообразия микроорганиз-
мов, обитающих в желудочно-кишечном тракте, а именно в слепых отростках кишеч-
ника одомашненных фазанов двух видов (кавказские, румынские). Кроме того, проведе-
ны выделение и идентификация доминирующих представителей рода Lactobacillus как 
перспективных представителей штаммов-пробионтов. Состав таксономических групп 
микроорганизмов в содержимом слепых отростков кишечника фазанов изучался совре-
менным бактериальным метагеномным исследованием. Выделение чистых культур пре-
валирующих видов рода Lactobacillus из химуса слепых отростков кишечника фазанов 
осуществлялось классическими микробиологическими методами. Идентификация до-
минирующих лактобактерий проводилась масс-спектрометрически на MALDI-TOF MS. 
Полногеномное секвенирование доминирующих представителей рода Lactobacillus осу-
ществляли согласно протоколам исследований на приборе MiSeq (Illumina). В результате 
бактериального метагеномного анализа выявлено, что в содержимом слепого отростка ки-
шечника фазанов обоих видов на уровне «филы» преобладали представители Proteobacte-
ria и Firmicutes, на уровне «класса» ‒ Gammaproteobacteria, Bacilli и Clostridia, на уровне 
«отряда» ‒ Pseudomonadales, а на уровне «рода» ‒ Psychrobacter. При выделении и иден-
тификации представителей рода Lactobacillus масс-спектрометрическими исследовани-
ями на приборе MALDI-TOF MS установлено, что доминирующее превосходство заня-
ли такие, как Loigolactobacillus coryniformis, Lactobacillus johnsonii и Lactobacillus reuteri. 
В результате полногеномного секвенирования ДНК чистых культур лактобактерий была 
подтверждена их видовая принадлежность, а также в геномах Loigolactobacillus coryni-
formis и Lactobacillus johnsonii были выявлены структуры, ответственные за выработку  
ряда бактериоцинов.
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Abstract
In the research, the authors describe data on the study of the taxonomic diversity of microorgan-
isms inhabiting the gastrointestinal tract, namely the ceca of domesticated pheasants of two spe-
cies (Caucasian, Romanian). In addition, the isolation and identification of dominant representa-
tives of the genus Lactobacillus as promising representatives of probiont strains was carried out. 
The composition of taxonomic groups of microorganisms in the contents of the ceca of pheasants 
was studied by a modern bacterial metagenomic research. Isolation of pure cultures of dominant 
species of the genus Lactobacillus from the chyme of the ceca of pheasants was carried out by clas-
sical microbiological methods. Identification of the dominant lactobacilli performed by mass spec-
trometry using MALDI-TOF MS. Whole-genome sequencing of the dominant members 
of the genus Lactobacillus was performed according to the research protocols on the MiSeq de-
vice (Illumina). The conducted bacterial metagenomic analysis revealed that in the caecal contents 
of the pheasants of both breeds, representatives of Proteobacteria and Firmicutes predominated 
at the phylum level, Gammaproteobacteria, Bacilli and Clostridia at the class level, Pseudomonad-
ales at the order level, and Psychrobacter at the genus level. When isolating and identifying repre-
sentatives of the genus Lactobacillus by mass spectrometric studies on a MALDI-TOF MS device, 
it was found that the dominant superiority was occupied by such species as Loigolactobacillus 
coryniformis, Lactobacillus johnsonii and Lactobacillus reuteri. As a result of whole-genome DNA 
sequencing of pure cultures of lactobacilli, their species membership was confirmed, and structures 
responsible for the production of a number of bacteriocins were identified in the genome of Lacto-
bacillus coryniformis and Lactobacillus johnsonii.
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Введение 
Introduction

В современном животноводстве одной из ключевых задач является повышение 
продуктивности и здоровья сельскохозяйственных животных, в том числе птицы. 
В этом контексте изучение и применение пробиотиков, основанных на микробиоме 
различных видов животных и птиц, становятся все более актуальными. Особое вни-
мание уделяется микробиому слепых отростков кишечника, который играет важную 
роль в пищеварении и общем состоянии здоровья [1–3].

Фазаны как объект исследований представляют значительный интерес благо-
даря своим физиологическим особенностям и специфике микробиома кишечника. 
Слепые отростки фазанов могут содержать уникальные комбинации микроорганиз-
мов, обладающих пробиотическими свойствами, которые способны улучшать пище-
варение, укреплять иммунную систему и повышать устойчивость к заболеваниям. 
Их изучение позволяет выявлять новые штаммы бактерий для создания пробиотиков 
с высокой эффективностью и биобезопасностью [4].

Понимание и использование пробиотиков, полученных из микробиома фаза-
нов, могут открыть новые горизонты в промышленном птицеводстве, способствуя 
созданию более эффективных и устойчивых агропромышленных систем.

Цель исследований: мониторинг различных таксономических групп микро-
организмов в слепых отростках кишечника фазанов разных видов, а также выделе-
ние и видовая идентификация доминирующих представителей рода Lactobacillus 
в качестве перспективных штаммов-пробионтов.

Методика исследований 
Research method

Микробиологические и молекулярно-генетические исследования проводились 
на базе ФГБОУ ВО «Российский государственный аграрный университет – МСХА 
имени К.А. Тимирязева», ФГБОУ ВО «Кубанский государственный аграрный уни-
верситет имени И.Т. Трубилина» и ООО «Синтол». Объектом исследований являлись 
образцы содержимого слепых отростков кишечника одомашненных румынского 
и кавказского фазанов.

Были поставлены следующие задачи исследований:
‒	изучить микробиоценоз слепых отростков кишечника фазанов раз-

личных видов;
‒	выделить и идентифицировать превалирующие виды рода Lactobacillus;
‒	провести полногеномный анализ ДНК, выделенных лактобактерий для выяв-

ления генов, ответственных за выработку антибиотических веществ (бактериоцинов).
Бактериальный метагеномный анализ химуса слепых отростков кишечника 

фазанов осуществляли согласно [5–8], и он включал в себя следующие этапы:
1. Подготовка библиотек.
2. Индексирование ДНК.
3. Оценка качества библиотек.
4. Секвенирование полученных библиотек ампликонов на секвенаторе MiSeq.
5. Биоинформатика.
Использование стандартных микробиологических методов позволило эф-

фективно выделить превалирующие штаммы представителей рода Lactobacillus 
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из содержимого кишечника, полученного из слепых отростков кишечного тракта фа-
занов [5, 9–11].

Реализация процессов видовой идентификации лактобактерий осуществля-
лась на спектрометрическом устройстве BactoSCREEN посредством анализа с ис-
пользованием времяпролетной масс-спектрометрии (MALDI-TOF MS) [5, 10, 12, 13].

Полное секвенирование генома ДНК, выделенных превалирующих чистых 
культур лактобактерий осуществляли согласно научным работам [5, 14–19], и оно 
включало в себя ряд этапов:

1. Выделение ДНК из чистой культуры.
2. Измерение концентрации ДНК на флуориметре после ее выделения.
3. Тагментация ДНК.
4. Очистка образцов после тагментации.
5. Амплификация тагментированной ДНК.
6. Очистка библиотек.
7. Пулирование библиотек.
8. Денатурация библиотек перед секвенированием.
9. Секвенирование пулированных ДНК библиотек на приборе MiSeq (Illumina).
10. Сборка геномов в программе UGENE после получения результатов про-

чтений при помощи встроенных алгоритмов SPAdes v.3.15.3 (для сборки de novo) 
и BWA (для выравнивания на референсный геном). Следующий этап исследований – 
установление таксономической классификации исследуемых штаммов посредством 
применения веб-службы Type (Strain) Genome Server (TYGS).

Результаты и их обсуждение 
Results and discussion

Бактериальный метагеномный анализ содержимого слепых отростков ки-
шечника фазанов. В результате проведения бактериального метагеномного анализа 
химуса слепых отростков кишечника фазанов были получены данные представлен-
ности таксономических категорий микроорганизмов и их соотношения в объектах 
исследований, продемонстрированные на рисунках 1–4.

В исследуемых образцах химуса слепых отростков кишечника обоих видов фа-
занов на уровне «филы» (рис. 1) преобладали Proteobacteria и Firmicutes, соотноше-
ние которых составило: у румынского – 54,3 и 33,4%, а у кавказского ‒ 83,7 и 10,7% со-
ответственно. При этом в содержимом слепых отростков кишечника у румынского 
фазана было выявлено незначительное количество представителей «филы» Cyano-
bacteria и Actinobacteria в соотношении 4,5 и 1,4% соответственно. Преобладающи-
ми «классами» (рис. 2) в обоих исследуемых образцах оказались Gammaproteobacte-
ria, Bacilli и Clostridia: у кавказского фазана – 95,4; 4,8; 0,9%, а у румынского – 54,7; 
37,8; 3,1% соответственно.

В соответствии с систематикой из «отряда» (рис. 3) превалировали у фазана 
кавказского: Pseudomonadales ‒ 93,1%, Bacillales ‒ 4,4%, Turicibacterales ‒ 1,9%, Lac-
tobacillales ‒ 0,4%; у фазана румынского ‒ Pseudomonadales (54,8%), Lactobacilla-
les (36,8%) и Bacillales (9,1%). Из данных рисунка 4 следует, что на уровне «рода» 
в содержимом слепого кишечника кавказского фазана доминирующую позицию за-
няли представители Psychrobacter (95,2%), Variovorax (3,4%) и Staphylococcus (1,5%); 
у румынского фазана ‒ Psychrobacter (51,1%), Lactobacillus (23,3%) и Staphylococ-
cus (7,6%).
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Выделение и идентификация доминирующих представителей рода Lactoba-
cillus. В рамках исследований у выбранных фазанов двух групп (румынские и кав-
казские) определяли состав преобладающих штаммов лактобактерий в содержимом 
микробиома слепой кишки. Для анализа и выделения использовали 1,0 г кишечно-
го содержимого, которое подвергалось гомогенезированию в 0,9%-м растворе NaCl 
в пропорции 1:9. Затем проводили десятикратное разведение полученной суспензии. 
Количественное определение исследуемых бактерий осуществляли культивировани-
ем на специализированных селективных питательных средах. Для подсчета молоч-
нокислых бактерий применяли плотную питательную среду (MRS, Merck). Инкуба-
ция посевов проводилась при температуре +37…+38°C в течение 48 ч в атмосфе-
ре с концентрацией 8% CO2, что обеспечило условия, максимально приближенные 
к физиологической микрофлоре кишечника птиц.

В ходе выполнения проведенного масс-спектрометрического анализа с ис-
пользованием MALDI-TOF MS спектрометра BactoSCREEN и специализированного 
программного обеспечения были зарегистрированы белковые спектры следующих 
лактобактериальных видов: Loigolactobacillus coryniformis, Lactobacillus johnsonii, 
Lactobacillus reuteri. Превалирующее количество выделенных грамположительных 
палочковидных бактерий принадлежало первым двум видам.

Полное секвенирование генома лактобактерий. Согласно полученным данным 
штаммы лактобактерий были отнесены к следующим видам: Loigolactobacillus co-
ryniformis, Lactobacillus johnsonii и Lactobacillus reuteri. На рисунках 5–7 представ-
лены структуры геномов исследуемых представителей лактобактерий с открытыми 
рамками считывания.

Секвенированные последовательности молочнокислых бактерий были анно-
тированы с использованием NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) 
v.6.1 [17]. Геномы были исследованы на предмет наличия генов, кодирующих про-
дуцирование бактериоцинов.

В результате исследований в штамме Loigolactobacillus coryniformis было най-
дено 5 последовательностей бактериоцинов (табл. 1) без названия: bacteriocin im-
munity protein (номера в GenBank – MCL5458578.1, MCL5459414.1, MCL5459586.1, 
MCL5459587.1, MCL5459860.1). В дальнейшем полученные последовательности 
были изучены через BLAST UniProt на совпадение с имеющимися генами в базе 
данных. Процент совпадения последовательностей не достигает высоких показате-
лей (максимум 60%), что не может свидетельствовать о точной идентификации того 
или иного бактериоцина.

По итогам аналогичного поиска в штамме Lactobacillus johnsonii были най-
дены 3 бактериоцина без названия, которые и по результатам BLAST UniProt были 
идентифицированы как bacteriocin immunity protein. Также по результатам аннотации 
с использованием NCBI PGAP был найден ген, названный Blp family class II bac-
teriocin (номер в GenBank – MCL5444223.1). Пятый ген, найденный в геноме, был 
идентифицирован как class III bacteriocin системой NCBI PGAP, а веб-сервис BLAST 
UniProt отнес данный ген к helveticin-J, процент совпадения с которым составил 
97,9% (табл. 2).

По результатам поиска генов, отвечающих за синтез бактериоцинов, в штамме 
Lactobacillus reuteri не обнаружено соответствующих генетических маркеров.

По итогам работы были секвенированы и аннотированы 3 геномные последо-
вательности трех доминирующих штаммов рода Lactobacillus, отобранных из содер-
жимого слепых кишок двух видов фазанов, выращиваемые в условиях интенсивного 
разведения. Данные штаммы были внесены в международную базу данных NCBI 
под идентификаторами: SAMN28099307, SAMN28100724, SAMN28100809.
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Таблица 1
Гены, кодирующие продуцирование бактериоцинов,  
найденные в штамме Loigolactobacillus coryniformis

Table 1
Genes encoding the production of bacteriocins found  

in the Loigolactobacillus coryniformis strain

NCBI UniProt

Ген Длина Номер 
в GenBank Ген

1 bacteriocin immunity protein 101 MCL5458578.1

Tetratricopeptide repeat protein

Prebacteriocin

Enterocin A Immunity protein

2 bacteriocin immunity protein 94 MCL5459414.1

Transcription regulator

SakacinP immunity protein

Putative SakacinP immunity protein

3 bacteriocin immunity protein 108 MCL5459586.1

Acriflavin resistance protein

Aspartate-semialdehyde dehydrogenase

Phage major capsid protein

4 bacteriocin immunity protein 103 MCL5459587.1 bacteriocin immunity protein

5 bacteriocin immunity protein 88 MCL5459860.1 bacteriocin immunity protein

Таблица 2
Гены, кодирующие продуцирование бактериоцинов,  

найденные в штамме Lactobacillus johnsonii
Table 2

Genes encoding the production of bacteriocins found in the Lactobacillus johnsonii strain

NCBI UniProt

Ген Длина Номер в GenBank Ген

1 bacteriocin immunity protein 98 MCL5443130.1 bacteriocin immunity protein

2 bacteriocin immunity protein 108 MCL5444037.1 bacteriocin immunity protein

3 bacteriocin immunity protein 143 MCL5444220.1 bacteriocin immunity protein

4 Blp family class II bacteriocin 69 MCL5444223.1 bacteriocin immunity protein

5 class III bacteriocin 331 MCL5444264.1 bacteriocin helveticin-J
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Выводы 
Conclusions

Применение бактериального метагеномного анализа показало, что в содержи-
мом слепых отростков кишечника кавказского и румынского фазанов на различных 
таксономических уровнях в большинстве случаев наблюдается одинаковое домини-
рование тех или иных групп микроорганизмов, однако у румынского фазана много-
образие микробного фона более выражено.

Исследования по выделению и идентификации превалирующих представите-
лей рода Lactobacillus из содержимого слепых кишок фазанов позволили получить 
чистые культуры доминирующих лактобактерий и определить их принадлежность 
до вида: Loigolactobacillus coryniformis, Lactobacillus johnsonii и Lactobacillus reuteri. 
В результате современных молекулярно-генетических методов были собраны и ан-
нотированы 3 генома данных штаммов-пробионтов, а в структуре ДНК Loigolacto-
bacillus coryniformis и Lactobacillus johnsonii были обнаружены последовательности, 
ответственные за продукцию бактериоцинов.

Таким образом, последние штаммы-пробионты были депонированы в ИБФМ 
РАН под номерами Loigolactobacillus coryniformis ВКМ В-3724D и Lactobacillus john-
sonii ВКМ В-3725D.
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