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В статье представлены данные по использованию современных методов анализа, вы-
делению и идентификации представителей микробиоценоза слепых отростков кишечника 
промышленных свиней, выращиваемых по интенсивной технологии. Для изучения состава ми-
крофлоры различных таксономических групп в химусе промышленных свиней был использован 
бактериальный метагеномный анализ. Для выделения доминирующих представителей рода 
Lactobacillus применялись классические микробиологические методы исследования. Иденти-
фикация пробиотически значимых культур микроорганизмов осуществлялась с применением 
масс-спектрометрического анализа на MALDI-ToF MS в спектрометре BactoSCREEN, а так-
же дополнительно путем определения нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК. Про-
водилось полногеномное секвенирование выделенных превалирующих чистых культур рода Lac-
tobacillus. В результате исследований установлено, что в слепых отростках кишечника поро-
сят-сосунов, свиней на доращивании и откорме наблюдается многообразие состава микробных 
сообществ, которое с возрастом в количественном соотношении меняется. Результаты масс-
спектрометрического анализа выявили наличие белковых спектров важных представителей 
бактерий рода Lactobacillus. Из них доминировали два вида Lactobacillus amylovorus и Limosilac-
tobacillus mucosae, которые дополнительно были подтверждены путем анализа их нуклеотид-
ной последовательности гена 16S рРНК и при проведении полногеномного секвенирования.
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Введение

Внедрение пробиотиков в программы профилактики заражения живот-
ных условно-патогенными микроорганизмами является многообещающим подхо-
дом [12, 24]. Причина этого – их пролонгированное действие в поддержании благо-
приятного консорциума микроорганизмов в составе просвета и слизистой желудоч-
но-кишечного тракта животных. Как потенциальная замена антибиотиков, пробиоти-
ки полезны для улучшения иммунной функции хозяина и уменьшения возникновения 
кишечных заболеваний в животноводстве [9, 25]. Пробиотические агенты в составе 
препаратов имеют потенциал к предотвращению либо снижению агрессивного влия-
ния условно-патогенной микрофлоры, риск попадания в организм которой с кормом 
довольно велик [2, 17, 18]. Кроме того, нельзя забывать о фактической способности 
пробионтов влиять на колонизацию бактерий в определенных частях слизистой обо-
лочки желудочно-кишечного тракта, а также на секрецию органических кислот, пи-
щеварительных ферментов и биоактивных пептидов [6, 15, 20].

Современные тенденции скрининга потенциальных штаммов-пробионтов сосре-
доточены в основном на решении вопроса о том, обладают ли штаммы антибактериаль-
ной функцией. В последующем встает вопрос о влиянии их на конверсионные показатели 
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организма животных, поэтому весьма важным является поиск различных биологических 
активностей молочнокислых бактерий, которые обладают различным пробиотическим 
потенциалом [23]. В этой связи поиск новых перспективных автохтонных штаммов-про-
бионтов на сегодняшний день является многообещающим направлением.

Цель исследований: выделение и идентификация представителей микробио-
ценоза слепых отростков кишечника промышленных свиней, выращиваемых по ин-
тенсивной технологии, с использование современных методов анализа.

Материал и методы исследований

Лабораторные исследования осуществлялись на базе структурных подразделе-
ний Кубанского ГАУ – научно-испытательного центра токсико-фармакологических 
исследований и разработки лекарственных средств ветеринарного применения, кор-
мовых добавок и дезинфектантов (НИЦ Ветфармбиоцентр), центра молекулярно-ге-
нетических исследований в АПК и центра биотехнологии, а также на кафедре био-
технологии, биохимии и биофизики.

Проведение метагеномного анализа микробных сообществ и их соотношения 
в желудочно-кишечном тракте свиней осуществляли согласно данным источников 
научной литературы [7].

Состав доминирующей полезной микрофлоры рода Lactobacillus в содержи-
мом слепых отростков кишечника промышленных свиней определяли и выделяли 
общепринятыми микробиологическими методами исследований [1, 4].

Идентификация бактериальных штаммов осуществлялась по показателям спек-
тров рибосомальных белков на MAlDI-TOF MS (спектрометр BactoSCREEN) и при авто-
матическом сопоставлении их с уже имеющимися данными в базе BactoSCREEN [8, 14].

Дополнительно осуществлялась идентификация превалирующих чистых куль-
тур путем определения нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК согласно 
данным [3, 5, 11, 13].

Полногеномное секвенирование выделенных превалирующих чистых куль-
тур микроорганизмов и таксономическую принадлежность изолятов осуществляли 
по методикам [16, 19, 21, 22, 26, 27].

Результаты и их обсуждение

Метагеномный анализ микробных сообществ и их соотношение в химусе сле-
пых отростков кишечника свиней. Результаты количественного анализа представ-
ленности таксономических групп микроорганизмов в слепых отростках кишечника 
свиней различных технологических групп отражены на рисунках 1–4.

В результате метагеномного анализа внутреннего содержимого слепых отрост-
ков кишечника (химуса) промышленных свиней, содержащихся при интенсивной 
системе откорма, были получены данные, отражающие корреляцию процентного 
содержания тех или иных систематических групп микроорганизмов. Исследованию 
подверглись образцы химуса свиней трех хозяйственно-технологических групп: со-
сунов (S1), доращивания (S2) и откорма (S3).

У поросят на грудном вскармливании (сосунов) выявлено преобладание типов 
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria – 79,3%; 10,7%; 6,4% соответственно. Преоб-
ладающими классами оказались Clostridia, Bacilli, Bacteroidia – 10,0%; 35,7%; 47,8%. 
Также в соответствии с систематикой превалировали отряды Clostridiales, Latobacil-
lales, Bacteroidales в соотношении 42,1%; 35,0%; 10,0% и роды Lactobacillus, Rumino-
coccus, Prevotella (51,4%; 5,7%; 3,4%).
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В исследуемых образцах хозяйственно-технологической группы доращивания 
вариация типов Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria составила, соответственно, 
74,2%; 17,8%; 4,2%. Аналогичные первой исследуемой группе животных классы со-
ставили 23,5%; 45%; 17,8%. В данной группе свиней преобладали аналогичные пер-
вой группе отряды, имеющие показатели 26,7%; 0,7%; 18,0% и роды с показателями 
62,8%; 5,7%; 10,2% соответственно.

В группе свиней на откорме в процентном соотношении аналогичные показа-
тели первых двух групп составили: типы Firmicutes (60,7%), Bacteroidetes (27,1%), 
Actinobacteria (1,4%); классы Clostridia (56,4%), Bacilli (2,1%), Bacteroidia (25,7%); 
отряды Clostridiales (56,4%), Latobacillales (0,7%), Bacteroidales (25,2%); роды Lacto-
bacillus (4,2%), Ruminococcus (18,5%), Prevotella (16,4%).

Выделение и идентификация штаммов-изолятов превалирующих чистых 
культур рода Lactobacillus. Классическими микробиологическими методами были 
выделены 6 штаммов-изолятов молочнокислых бактерий.

Для дальнейшей идентификации цельноклеточные бактерии помещали 
на плашку-мишень MAlDI-TOF MS и их масс-спектры снимали в спектрометре Bac-
toSCREEN с использованием прилагающегося программного обеспечения (фирма 
«Литех», Россия), позволяющего проводить кластерный и корреляционный анализ 
с возможностью субтипирования микроорганизмов [8, 10, 14].

В результате масс-спектрометрического анализа были получены белковые 
спектры, которые относились к следующим бактериям: Lactobacillus amylovorus; Li-
mosilactobacillus mucosae; Lactobacillus johnsoni; Lactobacillus brevis; Lactobacillus 
corineformis. Среди них превалирующую часть составляли Lactobacillus amylovorus 
и Limosilactobacillus mucosae, которые в перспективе вошли в состав новой микроб-
ной кормовой добавки для применения в рационе свиней.

Для подтверждения видовой принадлежности выделенных микроорганизмов 
дополнительно проводился анализ их нуклеотидной последовательности гена 16S 
рРНК. Результаты анализа представлены в таблице 1.

В результате анализа нуклеотидных последовательностей было однозначно 
установлено, что выделенные лактобактерии, действительно, относятся к Lactobacil-
lus amylovorus и Limosilactobacillus mucosae. Для Limosilactobacillus mucosae уста-
новлена гомология с ближайшим типовым штаммом DSM 13345, и сходство соста-
вило >100,0%; у Lactobacillus amylovorus аналогичный показатель составил ˃99,5%, 
что дает подтверждение видовой принадлежности изучаемых штаммов бактерий.

Полногеномное секвенирование превалирующих видов лактобактерий. Выделе-
ние ДНК из чистой культуры. Суспензию жидкой культуры молочнокислых бактерий 
центрифугировали на приборе MiniSpin («Eppendorf», Германия) при 14000 об/мин 
в течение 5 мин. Бактериальный осадок использовали для выделения ДНК с исполь-
зованием набора DNeasy® Blood & Tissue kit («QIAGEN», Германия) согласно прото-
колу разработчика. Качество и количество выделенной ДНК, а также подготовленных 
библиотек были оценены при помощи флюориметра Qubit («ThermoFisher», СшА).

Полногеномное секвенирование. Для определения полной нуклеотидной после-
довательности выделенных штаммов бактерий использовали секвенатор MiSeq («Il-
lumina Inc», СшА). Сборку генома de novo осуществляли на базе программы UGENE 
с использованием алгоритмов SPAdes v.3.15.3. Качество сборки геномов оценивали 
с помощью QUAST v.5.0.2. Аннотация геномов микроорганизмов по кодирующим 
последовательностям ДНК (CDs) была произведена с помощью NCBI Prokaryotic 
Genome Annotation Pipeline (PGAP) при депонировании полученных геномов в базу 
данных. Таксономическую принадлежность изолятов определяли методом dDDh 
с помощью веб-сервиса Type (Strain) Genome Server (TYGS).
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Таблица 1
Результаты анализа нуклеотидной последовательности образцов  

чистых культур микроорганизмов

№ 
образ -

ца
Последовательность

Видовая 
принад-

лежность

18

AGGGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTA 
ATACATGCAAGTCGAGCGAGCGGAACCAACAGATTTACTTCG GTA-

ATGACGTTGGGAAAGCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACAC 
GTGGGGAACCTGCCCCTAAGTCTGGGATACCATTTGGAAACAGGT 

GCTAATACCGGATAATAAAGCAGATCGCATGATCAGCTTTTGAAAGGC 
GGCGTAAGCTGTCGCTAAGGGATGGCCCCGCGGTGCATTAGC 
TAGTTGGTAAGGAAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCATAGC 
CGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 

GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCCACAAT  
GGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC 
GGATCGTAAAGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGTAGTAACTG 

GCCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCA 
GCAGCCGCGGTAATAGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCG 
TAAAGCGAGCGCAGGCGGAAAAATAAGTCTAATGTGAAAGCCCTCGGCT 

TAACCGAGGAACTGCATCGGAAACTG С
ик

ве
нс

 д
во

йн
ой

 с
 п
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да
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ем
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ct
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ill
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yl

ov
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19

GCTTGCACGGACTTGACGTTGGTTTACCAGCGAGTGGCGGACGGGT 
GAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCCAAAGCGGGGGATAACATTTGGAAA 
CAGATGCTAATACCGCATAACAATTTGAATCGCATGATTCAAATTTAAAA 
GATGGTTTCGGCTATCACTTTGGGATGGACCTGCGGCGCATTAGCTT 
GTTGGTAGGGTAACGGCCTACCAAGGCTGTGATGCGTAGCCGAGTT 

GAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTAC 
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG 

CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGT 
TAGAGAAGAACGTGCGTGAGAGCAACTGTTCACGCAGTGACGGTATC 
TAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC 

GTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAG 
GCGGTTTGATAAGTCTGATGTGAAAGCCTTTGGCTTAACCAAAGAAGT 
GCATCGGAAACTGTCAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTC 

CATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAT 
GCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAG  

CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG С
ик
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нс
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Сборка и аннотация генома. В результате секвенирования была определена 
и подтверждена принадлежность двух доминирующих изолятов к видам Lactobacil-
lus amylovorus и Limosilactobacillus mucosae соответственно.

В результате аннотации геномов были получены данные, представленные 
в таблице 2.

Из данных таблицы 2 следует, что размер генома, число последовательностей, 
кодирующих белок, (CDSs), число рРНК и тРНК у штамма L. amylovorus больше, чем 
у L. mucosae, однако у второго штамма число G + C (%) и контигов достигает боль-
ших значений, чем у первого.

На рисунках 5 и 6 изображены строения геномов изученных штаммов с откры-
тыми рамками считывания и сайтами рестрикций.
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Таблица 2
Данные, полученные в результате аннотации геномов

Характеристика/Значение Lactobacillus amylovorus Limosilactobacillus mucosae

Размер генома 2035254 1959850

Содержание G + C (%) 38 45

Контиги N50 2334 2080

Контиги L50 243 266

Число контигов 1296 1499

Число последовательностей,  
кодирующих белок (CDSs) 2809 2712

Число рРНК 52 33

Число тРНК 46 27

В результате аннотации геномов системой NCBI PGAP в геноме Lactobacil-
lus amylovorus были найдены гены, кодирующие синтез бактериоцина лактокок-
цина, или низина (номер в GenBank – MDF9460744.1; длина – 98 п.н.), а также 
два гена, кодирующих синтез гельветицина J (MDF9462078.1 и MDF9462173.1; 
длина – 312 и 342 п.н.). Также имеется ген, кодирующий синтез гельвитицина, 
под номером MDF9462079.1 с длиной 131 п.н. Кроме того, были обнаружены 
2 гена, кодирующие синтез бактериоциноподобных веществ (Blp family class II 
bacteriocin, MDF9460925.1 и MDF9460926.1, длиной 57 и 63 п.н. соответственно), 
и 2 гена безымянных бактериоцинов (MDF9461238.1 и MDF9462623.1 длиной 
325 и 76 п.н.).

В итоге проекты геномов бактерий были депонированы международной элек-
тронной базой данных NCBI под индивидуальными номерами BioSample, BioProject, 
GenBank и Sequence Read Archive (SRA), представленными в таблице 3.

Таблица 3
Номера в GenBank депонированных штаммов

Штамм/номер BioSample BioProject GenBank Sequence Read 
Archive (SRA)

L. amylovorus SAMN33879542 PRJNA948185 GCA_029477185.1 SRR23952874

L. mucosae SAMN33879563 PRJNA948195 GCA_029477165.1 SRR23954828
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Выводы

Результаты метагеномного анализа продемонстрировали, что в слепых отрост-
ках кишечника свиней различных технологических групп (сосунов, на доращивании 
и откорме) наблюдается разнообразие микробных таксономических групп, а также 
с возрастом их количественное соотношение не остается на постоянном уровне и из-
меняется. Из представителей рода Lactobacillus превалирующими видами оказались 
Lactobacillus amylovorus и Limosilactobacillus mucosae. Данные чистые культуры ми-
кроорганизмов современными масс-спектрометрическим и молекулярно-генетиче-
скими методами были идентифицированы. Были собраны и аннотированы два гено-
ма доминирующих штаммов-пробионтов, в структуре которых выявлены генетиче-
ские элементы, кодирующие синтез ряда антибиотических веществ (бактериоцинов).

Таким образом, штаммы Lactobacillus amylovorus и Limosilactobacillus mucosae 
стали основой разрабатываемой микробной кормовой добавки и были депонированы 
в ИБФМ РАН под номерами ВКМ В-3750D и ВКМ В-3751D, соответственно.

Исследования выполнены при финансовой поддержке Кубанского научного фонда 
в рамках научно-инновационного проекта № НИП-20.1/22.13.
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ANAlYSIS, ISOlATION AND IDENTIFICATION OF ThE MICROBIOME 
FROM ThE CECA OF ThE INTESTINES OF INDUSTRIAl PIGS

Y.A. lYSENkO1, 2, A.G. kOShChAEV2, V.A. BElYAk2,  
A.V. lUNEVA1, E.YU. MARChENkO1

(1Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy; 
2kuban State Agrarian University)

The article presents data on the use of modern methods of analysis, isolation and identifica-
tion of representatives of the microbiocenosis of the ceca of the intestines of industrial pigs raised 
using intensive technology. Bacterial metagenomic analysis was used to study the composition 
of microflora of various taxonomic groups in the chyme of industrial pigs. Classical microbiologi-
cal research methods were used to isolate the dominant representatives of the genus Lactobacil-
lus. Identification of the probiotically relevant microbial cultures was performed by mass spec-
trometric analysis using MALDI-ToF MS in a BactoSCREEN spectrometer, as well as by nucleo-
tide sequencing of the 16S rRNA gene. Full-genome sequencing of isolated dominant pure cultures 
of the genus Lactobacillus was carried out. As a result of the research, it was found that in the ce-
cum of the intestines of suckling piglets, growing and fattening pigs there is a diversity of micro-
bial communities, which changes in quantitative proportions with age. The results of mass spectro-
metric analysis revealed the presence of protein spectra of important representatives of bacteria 
of the genus Lactobacillus, among which two species, Lactobacillus amylovorus and Limosilacto-
bacillus mucosae, were dominant, which were additionally confirmed by analyzing their nucleotide 
sequence of the 16S rRNA gene and by performing full-genome sequencing.

 
Keywords: intestinal microflora, pigs, isolation, identification, metagenomic analysis, gas-

trointestinal tract, probiotic, mass spectrometry, Lactobacillus, nucleotide sequence.
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