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В настоящее время рационы дойных коров построены так, чтобы обеспечить максималь-
ную скорость роста и продуктивность за короткий промежуток времени. Однако интенсивное ве-
дение животноводства сказывается в первую очередь на здоровье животных, поскольку наруша-
ются свойственные жвачным пути обмена веществ. Использование подходов 16S-метагеномики 
позволяет оценить генетическое и метаболическое разнообразие микробиома коров и установить 
факторы, которые способствуют увеличению продуктивности и улучшению состояния здоровья. В 
настоящей работе с применением программного комплекса PICRUSt2 и MetaCyс впервые уста-
новлен факт усиления предсказанного функционального потенциала некоторых метаболических 
путей в микробиоме рубца коров, в рацион которых вводили штамм бактерии Enterococcus faecium 
1-35 в составе пробиотика Целлобактерина+. Целью работы была оценка влияния Целлобакте-
рина+ на зоотехнические показатели, состав микробиома рубца и функциональный потенциал мик-
робиоты при введении препарата в рацион дойных коров. Эксперимент проводили в зимне-весен-
ний период 2018 года на базе АО ПЗ «Пламя» (Ленинградская обл., Гатчинский р-н). По принципу 
аналогов были сформированы две группы (по 10 гол.) дойных коров (Bos taurus taurus) голштини-
зированной черно-пестрой породы 2-й и 3-й лактации со средним годовым удоем 7000-7500 кг. 
Пробиотик Целлобактерин+ (ООО «БИОТРОФ», г. Санкт-Петербург) вводили в рацион коров 
опытной группы из расчета 40 г/гол. Продолжительность опыта — 60 сут. Отбор проб рубцового 
содержимого (10-50 г) от трех коров из каждой группы проводили в конце эксперимента с исполь-
зованием стерильного зонда. Параллельно отбирали натощак кровь для биохимического анализа 
из подхвостовой вены. Также определяли массовую долю жира, белка и число соматических клеток 
в молоке. Тотальную ДНК из исследуемых образцов выделяли с использованием набора Genomic 
DNA Purification Kit («Fermentas, Inc.», Литва). Амплификацию для последующего NGS-секвени-
рования (Veriti Thermal Cycler, «Life Technologies, Inc.», США) с эубактериальными праймерами 
(IDT) 343F (5´-CTCCTACGGRRSGCAGCAG-3´) и 806R (5´-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3´), 
фланкирующими участок V1V3 гена 16S рРНК. Метагеномное секвенирование (система MiSeq, 
«Illumina, Inc.», США) осуществляли с набором MiSeq Reagent Kit v3 («Illumina, Inc.», США). 
Таксономическую принадлежность микроорганизмов до рода определяли в программе RDP 
Classifier. Рассчитывали индекс α-биоразнообразия микробиома рубца Сhao1. Анализ микробного 
β-разнообразия выборок методом главных компонент проводили по методике Weighted UniFrac 
PCoA Emperor с использованием программного пакета QIIME. Реконструкцию и прогнозирование 
функционального содержания метагенома, семейств генов, ферментов осуществляли при помощи 
программного комплекса PICRUSt2 (v.2.3.0). Для анализа метаболических путей и ферментов 
пользовались базой данных MetaCyc (https://metacyc.org/). Скармливание пробиотика оказало до-
стоверное влияние (р = 0,049) на повышение надоев, а также на снижение (р = 0,003) числа 
соматических клеток в молоке коров (на 38 тыс.ʺмл−1ʺгол.−1). С помощью NGS-секвенирования 
была дана полная таксономическая и функциональная характеристика рубцовой микробиоты, 
включая некультивируемых представителей. Выявлены существенные различия между группами по 
13 бактериальным родам. В частности, в рубце коров, получавших пробиотик Целлобактерин+ по 
сравнению контрольной группой снижалась доля представителей порядка Clostridia — бактерий 
родов Anaerofilum sp. (в 2,3 раза ниже, р ≤ 0,05) и Anaerostipes sp. (в 1,8 раза ниже, р ≤ 0,05), 
образующих в рубце лактат в качестве конечного продукта метаболизма глюкозы. В рубце живот-
ных, в рацион которых вводили Целлобактерин+, уменьшалась доля бактерий родов Campylo-
bacter, Gemella, Mycoplasma, Shewanella (р ≤ 0,05) и Fusobacterium (в том числе F. necrophorum) 
(p ≤ 0,001), среди которых нередко встречаются патогены. Изменения в таксономической струк-
туре микробиоты рубца под воздействием биопрепарата были связаны с метаболическими сдви-
гами. Предсказанный функциональный потенциал семи метаболических путей оказался усилен у 
коров из опытной группы по сравнению с контрольной. Так, при интродукции пробиотического 
штамма бактерий в 3,5 раза (р ≤ 0,05) увеличивались прогнозируемые метаболические возмож-
ности микробиома, связанные с синтезом глиоксилата из аллантоина, и в 2,3 раза (p ≤ 0,05) — 
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связанные с биосинтезом высокоценного для жвачных пропионата из L-глутамата. Полученные 
данные позволяют предположить важную роль биопрепарата для поддержания гомеостаза мета-
болических процессов. 

 

Ключевые слова: биопрепараты, Целлобактерин+, лактирующие коровы, рубец, 16S-ме-
тагеномика, NGS-секвенирование, метаболизм.  

 

Жвачные занимают особое место среди других сельскохозяйствен-
ных животных в связи с уникальными особенностями функционирования 
пищеварительного аппарата. В рубце обитает многочисленное микробное 
сообщество, состоящее из бактерий, архей, микромицетов, которое позво-
ляет животному использовать лигноцеллюлозный материал и конвертиро-
вать небелковый азот в микробный белок для получения энергии и амино-
кислот (1, 2). При ферментации полисахаридов образуются короткоцепо-
чечные (так называемые летучие) жирные кислоты (ЛЖК) — ацетат, бути-
рат, пропионат и другие, которые абсорбируются через эпителий рубца и 
используются животным для поддержания метаболизма. 

Рубец жвачных населен разнообразными бактериями, не поддающи-
мися традиционному культивированию, поэтому часто бывает затрудни-
тельно сделать правильные выводы об их физиологии и функциях (3). В то 
же время эти микроорганизмы могут нести гены, определяющие значитель-
ную часть метаболического разнообразия микробиома, играть решающую 
роль в расщеплении некрахмалистых полисахаридов, белков, синтезе био-
логически активных веществ (БАВ), вступать в активные межмикробные 
взаимодействия и оказывать существенное воздействие на макроорганизм. 
Появление методов 16S-метагеномики позволило установить последова-
тельности ДНК для всей совокупности микроорганизмов из природных ис-
точников и получить полную таксономическую и функциональную харак-
теристику рубцовой микробиоты независимо от возможности культивиро-
вания микроорганизма (4). Высокопроизводительное секвенирование поз-
воляет оценить генетическое и метаболическое разнообразие микробиома 
коров и выявить факторы, которые способствуют как экологическому ба-
лансу, так и здоровью хозяина (5). 

Современные рационы дойных коров построены таким образом, 
чтобы обеспечить максимальную скорость роста и продуктивность за ко-
роткий промежуток времени (6, 7). Однако интенсивные технологии ска-
зывается в первую очередь на здоровье животных, поскольку нарушает 
свойственные жвачным метаболические пути. Вследствие того, что рубцо-
вые микроорганизмы служат практически единственным источником фер-
ментов для расщепления растительных кормов, а также непосредствен-
ными участниками обмена веществ, нарушение структуры микробиоценоза 
рубца может приводить ко многим негативным последствиям. И наоборот, 
направленное изменение состава микробиоты рубца сопровождается пози-
тивными сдвигами в продуктивности, качественных характеристиках мо-
лока, воспроизводстве, сроке хозяйственного использования, что может 
стать одним из ключевых факторов в увеличении эффективности молочного 
животноводства (8). 

Из-за роли жвачных как продуцентов метана, выделяемого в атмо-
сферу, основное внимание исследователей было сосредоточено на группе 
микроорганизмов-метаногенов (9, 10). Однако в настоящее время в связи 
с проблемами физиологии и питания высокопродуктивных животных су-
ществует потребность в продолжении работ по изучению структуры мик-
робиома и метаболических путей, реализуемых рубцовой микробиотой.  

Стратегии регуляции состава микробиома включают введение в ра-
цион скота кормовых добавок (пробиотиков, пребиотиков, фитобиотиков и 



1206 

т.д.) (11-13). Позитивные эффекты от влияния пробиотиков на микробиом 
рубца связывают в основном с их положительным воздействием на пище-
варительные процессы, особенно на расщепление целлюлозы и синтез мик-
робных белков. Представитель дрожжей Saccharomyces cerevisiae — наиболее 
популярный вид, применяемый для интродукции в рубец (12). Что касается 
пробиотиков на основе бактерий, то, по мнению S. Fernández с соавт. (13), 
использование бактерий из рода Lactobacillus может стать альтернативой при 
лечении и профилактике ряда заболеваний, поражающих жвачных живот-
ных. Так, введение в рацион телят штаммов L. johnsonii TP1.1, L. reuteri 
TP1.3B, L. johnsonii TP1.6 и L. amylovorus TP8.7 снижало выраженность 
симптомов диареи (13).  

Несмотря на то, что положительное влияние биодобавок на микро-
биом рубца коров достаточно хорошо известно, необходимость в изучении 
свойств существующих и новых пробиотических препаратов для животных 
остается высокой. 

В настоящем исследовании с применением программного ком-
плекса PICRUSt2 и MetaCyс впервые установлен факт усиления предска-
занного функционального потенциала некоторых метаболических путей у 
микроорганизмов рубцовой микробиоты коров, в рацион которых вводили 
штамм бактерии Enterococcus faecium 1-35 в составе пробиотика Целлобак-
терина+. 

Нашей целью была оценка влияния пробиотика Целлобактерина+ на 
зоотехнические показатели, состав рубцового микробиома и его функцио-
нальный потенциал у дойных коров. 

Методика. Эксперимент проводили в зимне-весенний период 2018 
года на базе АО ПЗ «Пламя» (Ленинградская обл., Гатчинский р-н). По 
принципу аналогов сформировали две группы (по 10 гол.) дойных коров 
(Bos taurus taurus) голштинизированной черно-пестрой породы 2-й и 3-й 
лактации со средним годовым удоем 7000-7500 кг молока. Животные нахо-
дились в одинаковых привязных условиях содержания. 

Основной рацион включал 10 кг комбикорма, 2 кг кукурузы желтой, 
0,5 кг жмыха подсолнечного, 0,5 кг жмыха рапсового, 1 кг сена, 25 кг силоса 
из трав, 1 кг мелассы из свеклы, 0,2 кг МИНВИТ®-3 («АгроБалт трейд», 
Россия). Пробиотик Целлобактерин+ (ООО «БИОТРОФ», г. Санкт-Петер-
бург), в состав которого входил штамм Enterococcus faecium 1-35, вводили в 
рацион коров опытной группы утром из расчета 40 г/гол. Дозировка была 
отработана нами ранее на дойных коровах (14). Продолжительность опыта 
составляла 60 сут, опыту предшествовал подготовительный период 15 сут. 

Пробы рубцового содержимого (10-50 г) отбирали у трех коров из 
каждой группы в конце эксперимента вручную стерильным зондом, соблю-
дая условия асептики. Одновременно натощак отбирали кровь для биохи-
мического анализа из подхвостовой вены, используя вакутейнеры. В сыво-
ротке крови определяли общий белок, общий билирубин, глюкозу, кальций, 
фосфор, мочевину, резервную щелочность, кетоновые тела в соответствии 
с общепринятыми методиками (15). Массовую долю жира в молоке анали-
зировали по ГОСТ 5867-90, белка — по ГОСТ 23327-98, количество сома-
тических клеток — по ГОСТ Р 54761-2011. 

Тотальную ДНК из образцов выделяли с использованием набора 
Genomic DNA Purification Kit («Fermentas, Inc.», Литва) согласно прилагае-
мой инструкции. Метод основан на селективном детергентно-опосредован-
ном осаждении ДНК из субстрата с применением растворов для лизиса кле-
точных стенок и осаждения ДНК, 1,2 М хлорида натрия и хлороформа. Ам-
плификацию (Veriti Thermal Cycler, «Life Technologies, Inc.», США) для 
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последующего NGS-секвенирования проводили с эубактериальными прай-
мерами (IDT) 343F (5´-CTCCTACGGRRSGCAGCAG-3´) и 806R (5´-GGA-
CTACNVGGGTWTCTAAT-3´), фланкирующими участок V1V3 гена 16S 
рРНК. Режим амплификации: 3 мин при 95 °С (1 цикл); 30 с при 95 °С, 30 
с при 55 °С, 30 с при 72 °С (25 циклов); 5 мин при 72 °С (1 цикл). 

Метагеномное секвенирование (система MiSeq®, «Illumina, Inc.», 
США) выполняли с набором MiSeq Reagent Kit v3 («Illumina, Inc.», США). 
Максимальная длина полученных последовательностей составила 2½300 п.н. 
Химерные последовательности исключали из анализа с помощью про-
граммы USEARCH 7.0 (http://drive5.com/usearch/). Обработка полученных 
ридов с применением биоинформатической платформы CLC Bio GW 7.0 
(«Qiagen», Нидерланды) включала тестирование перекрываний, фильтра-
цию по качеству (QV > 15), триммирование праймеров. Таксономическую 
принадлежность микроорганизмов до рода определяли в программе RDP 
Classifier (http://rdp.cme.msu.edu/). 

Рассчитывали индекс α-биоразнообразия микробиома рубца Сhao1 
(16). Анализ микробного β-разнообразия выборок методом главных компо-
нент проводили по методике Weighted UniFrac PCoA Emperor с использо-
ванием программного пакета QIIME (17). Реконструкцию и прогнозирова-
ние функционального содержания метагенома, семейств генов, ферментов 
осуществляли при помощи программного комплекса PICRUSt2 (v.2.3.0) 
(18). Для анализа метаболических путей и ферментов пользовались базой 
данных MetaCyc (https://metacyc.org/) (19). Профили метаболических путей 
MetaCyc оценивали после нормализации обилия ASV (Amplicon Sequence 
Variants), используя двоичный логарифм (log2) (18). 

Математическую и статистическую обработку результатов прово-
дили с применением программных пакетов Microsoft Office Excel 2003, R-
Studio (Version 1.1.453) (https://rstudio.com). Определяли средние значения 
(М) и стандартные ошибки средних (±SEM). Результаты статистического 
анализа считались значимыми при p < 0,05.  

Результаты. Введение в рацион коров пробиотика Целлобактерина+ 
не оказало достоверного влияния на содержание жира и белка в молоке, 
однако прослеживалась определенная тенденция позитивного воздействия 
препарата на эти показатели (табл. 1). В то же время скармливание Цел-
лобактерина+ достоверно влияло (р = 0,049) на повышение надоев, а 
также на снижение (р = 0,003) числа соматических клеток в молоке коров 
(на 38 тыс.ʺмл−1ʺгол.−1). Ранее схожие результаты были получены J.S. Spaniol 
с соавт. (20) на дойных коровах: введение в рацион пробиотика не влияло 
на биохимический состав молока, но приводило к снижению числа сома-
тических клеток на 15-е сут эксперимента. В работе австралийских авторов 
(21) среднесуточный надой молока коров, которые потребляли на пастби-
щах траву, обработанную пробиотическими штаммами бактерий, был на 
1,21 л больше, чем у контрольных животных. 

По результатам нескольких исследований, основанных на характе-
ристике гена 16S рРНК, было выдвинуто предположение, что мастит круп-
ного рогатого скота, сопровождающийся увеличением числа соматических 
клеток в молоке, становится результатом дисбаланса между нормобиотой 
молочной железы и патогенами (22). Возможно, уменьшение числа сомати-
ческих клеток в молоке в нашем эксперименте было связано с модуляцией 
иммунной системы животного под воздействием пробиотического штамма 
бактерии. Ранее было продемонстрировано, что благодаря взаимодействию 
с моноцитами, макрофагами и дендритными клетками пробиотики могут 
модулировать баланс хелперных Т-клеток и таким образом оказывать 



1208 

влияние на адаптивный иммунный ответ (23, 24). Другими исследователями 
(20) показано, что введение пробиотика связано с ростом содержания цир-
кулирующих цитокинов (фактора некроза опухоли, интерлейкина-4 и ин-
терферона) в крови коров.  

1. Молочная продуктивность дойных коров (Bos taurus taurus) голштинизирован-
ной черно-пестрой породы при введении в рацион пробиотика Целлобакте-
рина+ (M±SEM, АО ПЗ «Пламя», Ленинградская обл., Гатчинский р-н, 
2018 год) 

Показатель 
Контроль 
(n = 10) 

Опыт 
(n = 10) 

Значение р при 
сравнении групп 

Среднесуточный удой натурального молока, кг 31,7±1,50 33,3±1,60 0,049 
Массовая доля жира в молоке, % 3,68±0,150 3,97±0,200 0,260 
Массовая доля белка в молоке, % 2,88±0,170 3,14±0,140 0,250 
Среднесуточный удой молока с 4 % жирностью, кг 29,2±1,20 33,0±1,40 0,048 
Содержание соматических клеток, тыс.ʺмл−1ʺгол.−1 163±8,5 125±6,9 0,003 
П р и м е ч а н и е. Описание групп см. в разделе «Методика». 

 

Практически все изученные нами биохимические показатели крови 
коров находились в пределах нормы или существенно не превышали их гра-
ниц (табл. 2). Биохимические профили крови у коров контрольной и опыт-
ной групп не имели значимых различий. 

2. Биохимические показатели крови дойных коров (Bos taurus taurus) голштини-
зированной черно-пестрой породы при введении в рацион пробиотика Цел-
лобактерина+ (M±SEM, АО ПЗ «Пламя», Ленинградская обл., Гатчин-
ский р-н, 2018 год) 

Показатель 
Контроль 
(n = 10) 

Опыт 
(n = 10) 

Значение р при 
сравнении групп 

Норма 

Белок общий, г/л 78,3±4,10 81,8±4,90 0,62 70-89 
Альбумин, % от общего белка 50,7±2,90 40,9±2,00 0,07 38-50  
Билирубин общий, ммоль/л 2,2±0,20 2,33±0,110 0,6 0,17-5,13 
Глюкоза, ммоль/л 2,19±0,100 2,28±0,130 0,62 2,22-3,33 
Кальций, ммоль/л 2,28±0,140 2,37±0,190 0,73 2,6-3,5 
Фосфор, ммоль/л 2,52±0,200 2,09±0,100 0,07 1,29-2,25 
Резервная щелочность, об.% СО2 57,8±2,30 55,0±2,30 0,45 46-56 
Мочевина, ммоль/л 4,4±0,30 3,77±0,150 0,16 3,3-6,7 
Кетоновые тела – –  – 
П р и м е ч а н и е. Описание групп см. в разделе «Методика». Прочерки означают, что кетоновые тела не 
обнаружили. 
 

 
Рис. 1. Значения параметров α-биоразнообразия микробиома рубца у дойных коров (Bos taurus 
taurus) голштинизированной черно-пестрой породы в контроле (синий график) и при введении в 
рацион пробиотика Целлобактерина+ (красный график): А — разнообразие ОТЕ, Б — индекс 
Chao1 (M±SEM, АО ПЗ «Пламя», Ленинградская обл., Гатчинский р-н, 2018 год). 

  

На основании данных NGS-секвенирования были рассчитаны зна-
чения параметров α-биоразнообразия микробиома рубца (рис. 1), которое 
характеризовалось богатством представленности операционных таксоно-
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мических единиц (ОТЕ) внутри сообществ (25, 26). Между опытным и кон-
трольным вариантами не было отмечено значимых различий в числе ОТЕ 
и значениях индекса Chao1.  

Результаты оценки β-раз-
нообразия, то есть разнообразия 
между сообществами (25, 26), 
представлены в виде трехмерного 
графика PCoA Emperor (рис. 2). 
Главная компонента PC1 позво-
лила описать 67,97 % данных, 
РС2 — 15,96 %, РС3 — 7,87 %, то 
есть в целом применение метода 
дало возможность охарактеризо-
вать изменения, происходящие в 
составах микробиома, при сохра-
нении 91,8 % информации. Сопо-
ставление рубцовой микробиоты 
коров из разных групп методом 
главных компонент показало, что 
микробиомы трех коров из кон-

трольной группы объединялись в один кластер, а микробиомы коров из 
опытной группы частично составляли свой кластер, что может свидетель-
ствовать о влиянии пробиотика на структуру микробиома. Тем не менее 
кластерообразование в контрольной группе оказалось более выражено по 
сравнению с группой с введением пробиотика: смещение по оси первой 
главной компоненты РС1 было меньше. 

 

А Б 

  

Рис. 3. Состав микроорганизмов на уровне филумов в рубце дойных коров (Bos taurus taurus) 
голштинизированной черно-пестрой породы в контроле (А) и при введении в рацион пробиотика 
Целлобактерина+ (Б) (по результатам NGS-секвенирования): 1 — Acidobacteria, 2 — Actinobacte-
ria, 3 — Bacteroidetes, 4 — Caldiserica, 5 — Caldithrix, 6 — Chlamydiae, 7 — Chlorobi, 8 — Chlor-
oflexi, 9 — Chrysiogenetes, 10 — Crenarchaeota, 11 — Cyanobacteria, 12 — Deferribacteres, 13 — 
Elusimicrobia, 14 — Euryarchaeota, 15 — Fibrobacteres, 16 — Firmicutes, 17 — Fusobacteria, 18 — 
Nitrospirae, 19 — Planctomycetes, 20 — Proteobacteria, 21 — Spirochaetes, 22 — Synergistetes, 23 — 
Tenericutes, 24 — Thermi, 25 — Thermodesulfobacteria, 26 — Thermotogae, 27 — Verrucomicrobia, 28 — 
неидентифицируемые (АО ПЗ «Пламя», Ленинградская обл., Гатчинский р-н, 2018 год). 

 

По результатам оценки таксономической приуроченности микро-
биоты в рубце исследованных коров было обнаружено 27 филумов, из ко-

 
Рис. 2. Анализ β-разнообразия между микробиомами 
рубца у дойных коров (Bos taurus taurus) голштини-
зированной черно-пестрой породы методом главных 
компонент (одна точка соответствует одному жи-
вотному) в контроле (желтые шары) и при введении 
в рацион пробиотика Целлобактерина+ (голубые ша-
ры) (АО ПЗ «Пламя», Ленинградская обл., Гат-
чинский р-н, 2018 год). 
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торых доминирующими оказались Bacteroidetes (от 42,2±2,9 до 44,5±3,1 %), 
Proteobacteria (от 23,2±1,5 до 26,3±1,9 %), Firmicutes (от 16,3±0,9 до 17,2±1,2 %) 
(рис. 3). В филуме Bacteroidetes преобладали бактерии рода Prevotella (от 
26,4±1,8 до 27,0±2,3 %). Ранее неоднократно было показано доминирова-
ние микроорганизмов этого рода в рубце жвачных (27, 28). Бактерии рода 
Prevotella играют важную роль в углеводном и азотном обмене, один из 
конечных продуктов их метаболизма — сукцинат (29). Установлено, что 
внеклеточный сукцинат в рубце служит основным предшественником 
пропионата (30) — важнейшего субстрата для процесса глюконеогенеза у 
жвачных у животных (31). Как было выявлено ранее на примере микро-
биома рубца овец, большая часть бактерий рода Prevotella представлена 
некультивируемыми формами (32). 

Содержание в рубце бактерий, которые не принадлежали ни к од-
ному известному таксону из существующих (по базам данных последова-
тельностей гена 16S РНК), составляло от 6,9±0,5 до 7,5±0,8 % (см. рис. 3).  

Значимых различий между вариантами на уровне филумов обнару-
жить не удалось (см. рис. 3). Однако детальный анализ состава микробиома 
рубца на уровне родов позволил выявить существенные различия между 
группами по 13 родам бактерий (рис. 4). 

 

 
Рис. 4. Состав микроорганизмов на уровне родов в рубце дойных коров (Bos taurus taurus) голшти-
низированной черно-пестрой породы в контроле (а) и при введении в рацион пробиотика Целло-
бактерина+ (б) (по результатам NGS-секвенирования): 1 — Anaerofilum, 2 — Anaerostipes, 3 — 
Anaerovibrio, 4 — Bdellovibrio, 5 — Bifidobacterium, 6 — Campylobacter, 7 — Fusobacterium, 8 — 
Gemella, 9 — Mycoplasma, 10 — Odoribacter, 11 — Pseudobutyrivibrio, 12 — Shewanella, 13 — 
Lachnospira (M±SEM, АО ПЗ «Пламя», Ленинградская обл., Гатчинский р-н, 2018 год). 
*, **, *** Различия между группами статистически значимы соответственно при p ≤ 0,05; 
p ≤ 0,01 и p ≤ 0,001. 

 

В частности, в рубце у коров, получавших Целлобактерин+, по срав-
нению с контрольной группой была детектирована более низкая доля пред-
ставителей порядка Clostridia — бактерий родов Anaerofilum sp. (в 2,3 раза 
ниже, р ≤ 0,05) и Anaerostipes sp. (в 1,8 раза ниже, р ≤ 0,05). Представители 
этих родов образуют лактат в качестве конечного продукта метаболизма 
глюкозы (33, 34). Наши наблюдения могут указывать на позитивную роль 
пробиотика в контроле состояния здоровья коров, поскольку при высоко-
концентратном кормлении у животных нередко возникают дисбиотические 
нарушения рубцовой микрофлоры, сопровождающиеся смещением метабо-
лизма в сторону образования лактата (35). Избыток лактата коррелирует с 
уменьшением pH рубца и лактатным ацидозом (35). На фоне ацидоза в ре-
зультате подавления чувствительных к снижению рН продуцентов летучих 
жирных кислот, таких как Selenomonas ruminantium и Megasphaera elsdenii 
(36), скорость образования полезных метаболитов в рубце снижается. Ана-
логичным образом уменьшается и содержание бактерий, синтезирующих 
целлюлазы, что приводит к нарушению процессов переваривания некрах-
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малистых полисахаридов кормов (35). Наши результаты совпадают с дан-
ными H. Goto с соавт. (37), показавшими, что введение в рацион коров с 
индуцированным подострым ацидозом рубца мультиштаммового бактери-
ального пробиотика вызывало уменьшение количества молочной кислоты в 
рубцовой жидкости. 

В рубце животных, получавших пробиотик, мы обнаружили сниже-
ние представленности родов Campylobacter, Gemella, Mycoplasma, Shewanella 
(р ≤ 0,05) и Fusobacterium (p ≤ 0,001), среди которых нередко встречаются 
патогены. Данные об уменьшении обилия представителей родов Campylo-
bacter и Fusobacterium у животных в опытной группе согласуются с приве-
денными выше результатами об уменьшении числа соматических клеток в 
молоке, поскольку доказано (38, 39), что эти микроорганизмы связаны с 
возникновением мастита у крупного рогатого скота. Наблюдаемое у коров 
контрольной группы увеличение в 60,5 раза (р ≤ 0,001) численности бакте-
рий рода Fusobacterium, представленных преимущественно F. necrophorum, 
могло иметь связь с возрастанием обилия лактат-продуцирующих микроор-
ганизмов в рубце. Дело в том, что низкие значения кислотности опти-
мальны для развития патогена F. necrophorum, для которого молочная кис-
лота — основной питательный субстрат. F. necrophorum — это оппортуни-
стический патоген, который вызывает некротические поражения рубца 
(некробактериозы), ламиниты, абсцессы печени (40). Присутствие бактерий 
рода Campylobacter в молоке может представлять опасность для людей, по-
скольку C. jejuni и С. coli способны инициировать желудочно-кишечный 
кампилобактериоз. Бактерии C. fetus ассоциированы с бесплодием и абор-
тированием у крупного рогатого скота (41). 

Известно, что бактерии рода Gemella, содержание которых в резуль-
тате применения Целлобактерина+ снизилось в 3,3 раза (р ≤ 0,05), связаны 
с инфекциями дыхательных путей и бактериемией (42). Аналогичным об-
разом представители рода Mycoplasma, в частности M. bovis, становятся при-
чиной хронических бронхопневмоний с казеозным и коагулятивным некро-
зом, а также артритов у крупного рогатого скота и телят (43). Бактерий рода 
Shewanella (S. haliotis и S. upenei) выделяли из легочной ткани людей с ре-
спираторной инфекцией и бактериемией (44). Увеличение пула легочных 
патогенов в рубце животных контрольной группы может свидетельствовать 
о связи между микробиомами, имеющими разную локализацию в организме 
хозяина, и существовании оси рубец—респираторный тракт, а также о воз-
можном вмешательстве микробиома рубца в течение респираторных забо-
леваний. Ранее на примере крыс было показано, что фекальная трансплан-
тация микробиома индуцировала изменения в легочной микробиоте (45). 

Полученные данные указывают на роль пробитических бактериаль-
ных штаммов в поддержании не только гомеостаза микробиоты, но и здо-
ровья макроорганизма.  

Снижение обилия нежелательных форм микроорганизмов в резуль-
тате воздействия пробиотика могло быть связано с прямым антагонизмом 
через продукцию антимикробных метаболитов (бактериоцинов, органиче-
ских кислот) (46), а также с модуляцией состава и активности аборигенной 
микробиоты под воздействием штамма в составе биопрепарата. Так, в ре-
зультате применения Целлобактерина+ в рубце увеличивалась численность 
бактерий родов Bifidobacterium и Bdellovibrio. Представители Bifidobacterium 
широко известны благодаря ярко выраженным антимикробным свойствам 
в отношении широкого круга патогенов (47). Представители рода Bdello-
vibrio, например B. bacteriovorus, — это хищные микроорганизмы, осуществ-
ляющие контроль таких патогенов, как Salmonella sp. и Escherichia coli (48).  
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Наши результаты, демонстрирующие модулирующий эффект, ока-
зываемый пробиотиком на микрофлору, который выражался в снижении 
числа патогенных форм и увеличении обилия микроорганизмов с антимик-
робной активностью, перекликаются с данными, полученными на телятах 
(49). Применение болюсов на основе Pediococcus acidilactici, Enterococcus fae-
cium, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum спо-
собствовало снижению проявления диареи у животных. 

Увеличение (р ≤ 0,05) в рубце коров из опытной группы численности 
бактерий семейств Lachnospiraceae (Pseudobutyrivibrio sp. и Lachnospira sp.) и 
Selenomonadaceae (Anaerovibrio sp.) могло также внести позитивный вклад в 
активацию метаболических процессов. Бактерии рода Pseudobutyrivibrio были 
представлены видом P. xylanivorans, который обладает мощной ксиланоли-
тической ферментной системой, состоящей по меньшей мере из семи раз-
личных ксилангидролаз с молекулярной массой 27-145 кДа (50). В связи с 
этим он способен сбраживать полисахарид ксилан, содержащийся в кор-
мах. Конечный продукт его метаболизма — летучие жирные кислоты, важ-
ные для обмена веществ, состояния здоровья и продуктивности животных, 
а также бактериоциноподобные ингибиторные вещества, активные в от-
ношении патогенов. Микроорганизмы рода Lachnospira были представ-
лены видом L. pectinoschiza, проявляющим ярко выраженную способность 
сбраживать пектин с помощью внеклеточной пектинметилэстеразы и 
Са2+-зависимой экзополигалактуронатлиазы (51). Конечный продукт ме-
таболизма бактерий рода Lachnospira — уксусная кислота, которая служит 
основным субстратом для синтеза de novo липидов, в частности в молоч-
ных железах лактирующих коров.  

Как показали результаты измерения скорости липолиза чистыми 
культурами Anaerovibrio sp., в том числе A. lipolytica (52), эти бактерии играют 
важную роль в липолитической активности содержимого рубца. Продук-
тами ферментации при этом становятся такие важные соединения, как про-
пионат, который образуется по пути превращения дикарбоновых кислот до 
сукцината. С усилением биосинтеза пропионата может быть ассоциировано 
увеличением молочной продуктивности коров, получавших пробиотик (30). 
Кроме того, короткоцепочечные жирные кислоты, продуцируемые бактери-
ями, имеют ряд других важных свойств. Например, они вовлечены в эпиге-
номную регуляцию взаимодействий между микробиотой и макроорганиз-
мом-хозяином (53). Давно известно, что эпигенетические модификации 
способны регулировать экспрессию генов, оказывая влияние на ее интен-
сивность и продолжительность, без изменений в основной последователь-
ности ДНК. 

Полученные в настоящем исследовании результаты закономерны, 
поскольку ранее мы описали механизмы позитивного влияния Целлобакте-
рина+ на состав микробиоты рубца и кишечника (14). Эти механизмы вы-
ражаются в способности штаммов бактерий, входящих в состав биопрепа-
рата, продуцировать низкомолекулярные органические кислоты и ряд дру-
гих биологически активных веществ, включая антимикробные факторы. 
Мы доказали, что в результате синтеза ферментов биодеструкции ксенобио-
тиков в рубце происходит детоксикация микотоксинов корма, обладающих 
антимикробной активностью в отношении нормобиоты (14). Следовательно, 
появление новых метаболитов в рубце в результате интродукции пробиоти-
ческого штамма приводит к изменениям в составе микроорганизмов. 

С применением программного комплекса PICRUSt2 и MetaCyс мы 
провели реконструкцию и прогнозирование функционального содержания 
метагеномного сообщества рубца коров. Изменения в таксономической 
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структуре микроорганизмов рубца под воздействием биопрепарата были 
связаны с метаболическими сдвигами. Предсказанный функциональный 
потенциал семи метаболических путей был усилен у коров, в рацион кото-
рых вводили Целлобактерин+ (рис. 5). 

 

 
Рис. 5. Данные функциональной аннотации метаболических путей у метагеномного сообщества 
рубца дойных коров (Bos taurus taurus) голштинизированной черно-пестрой породы в контроле (а) 
и при введении в рацион пробиотика Целлобактерина+ (б) (получены с применением программ-
ного комплекса PICRUSt2 и MetaCyс): 1 — синтез глиоксилата, 2 — синтез мочевины, 3 — 
синтез γ-амино-Н-бутирата, 4 — синтез пептидогликана, 5 — синтез пропионата, 6 — синтез 
сукцинил-СоА, 7 — синтез сукцината (M±SEM, АО ПЗ «Пламя», Ленинградская обл., Гат-
чинский р-н, 2018 год). 
*, ** Различия между группами статистически значимы соответственно при p ≤ 0,05 и p ≤ 0,01. 

 

В частности, у коров из опытной группы по сравнению с контролем 
повышались (в 3,5 раз, р ≤ 0,05) прогнозируемые метаболические возмож-
ности микробиома, связанные с синтезом глиоксилата из аллантоина при 
участии ферментов аллантоиназы (ЕС 3.5.2.5), аллантоин-амидогидролазы 
(ЕС 3.5.3.9), уреидоглицин-аминогидролазы (ЕС 3.5.3.26), уреидогликоле-
вой лиазы (ЕС 4.3.2.3). Исходный субстрат цикла — аллантоин, продукт 
катаболизма пуринов. Аллантоин богат азотом, и многие микроорганизмы 
способны его перерабатывать. Образующийся в результате превращений ал-
лантоина глиоксилат служит субстратом для глиоксилатного цикла (цикла 
двууглеродных кислот). Принципиальная возможность функционирования 
глиоксилатного цикла в рубце связана с проявлением каталитической ак-
тивности ключевых ферментов — изоцитратлиазы (ЕС 4.1.3.1) и малатсин-
тазы (ЕС 4.1.3.2) (54). Наличие этих ферментов позволяет синтезировать 
глюкозу, дефицитную для считающихся физиологически гипогликемич-
ными жвачных, из уксусной кислоты, образующейся в высоких концентра-
циях в рубце. По сравнению с циклом трикарбоновых кислот путь окисле-
ния двууглеродных кислот энергетически более экономичен и эффективен, 
поскольку представляет собой более короткий цикл, способный функциони-
ровать как цикл трикарбоновых кислот, исключая лимитирующие реакции с 
участием изоцитратдегидрогеназы и α-кетоглутаратдегидрогеназы (54). Спо-
собность микроорганизмов желудочно-кишечного тракта крупного рогатого 
скота осуществлять глиоксилатный цикл можно рассматривать как фактор 
интенсификации обмена веществ и увеличения продуктивности. Еще 
один ответ на введение в рацион пробиотика Целлобактерина+, детек-
тированный в результате биоинформатической обработки данных, — это 
активация (в 4,8 раза, р ≤ 0,01) превращения аллантоина через уреидогли-
колат в мочевину. Хорошо известно (55), что у жвачных животных эндоген-
ная мочевина частично рециркулируется в организме и используется для 
синтеза высокоценного микробиального протеина, который всасывается в 
тонкой кишке хозяина.  

У животных из опытной группы происходила активация (в 2,8 раза, 
р ≤ 0,05) потенциала микрофлоры рубца, связанного с синтезом γ-амино-
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Н-бутирата из L-орнитина, что ранее было подробно изучено S. Kurihara с 
соавт. (56). γ-Амино-бутират — главный ингибиторный нейротрансмиттер в 
центральной нервной системе млекопитающих, оказывает этиотропный эф-
фект на состояние здоровья и скорость роста телят (57), обладает защитным 
действием против вызванной нейротоксикантами гибели клеток (58). Хо-
рошо известно, что активно образуют γ-амино-Н-бутират из L-орнитина 
бактерии рода Bifidobacterium (59), обилие которых возрастало в нашем экс-
перименте в рубце животных, получавших пробиотик Целлобактерин+.  

При введении в рацион Целлобактерина+ у коров повышались (в 
2,3 раза, p ≤ 0,05) метаболические возможности микробиома, связанные с 
биосинтезом пропионата из L-глутамата. Этот путь был впервые описан для 
двух представителей семейства Veillonellaceae — Anaeromusa acidaminophila и 
Barkera propionica (60, 61). Бактерии семейства Veillonellaceae обнаружены 
нами в рубце коров контрольной и опытной групп, однако значимых раз-
личий по их содержанию выявить не удалось. Пропионовая кислота, вклю-
чаясь в процесс глюконеогенеза, становится основным источником глю-
козы в крови жвачных (62). Введение в рацион Целлобактерина+ способ-
ствовало также активации синтеза важного соединения — сукцината через 
L-аргинин, путресцин и γ-амино-Н-бутират. Cукцинат включается в цикл 
трикарбоновых кислот и служит главным предшественником пропионата, 
образующегося в рубце (30). 

По сравнению с контрольной группой при использовании Целло-
бактерина+ увеличивались (в 2,8 раза, p ≤ 0,05) метаболические возможно-
сти микробиома, связанные с биосинтезом из фенилацетата сукцинил-СоА, 
представляющего собой тиоэфир дикарбоновой янтарной кислоты и кофер-
мента. О существовании подобного пути у бактерий сообщалось еще в 1955 
году (63). Деароматизация кольца достигается за счет превращения фенил-
ацетил-CoA в 2-(1,2-эпокси-1,2-дигидрофенил)ацетил-СоА при участии фе-
нилацетил-СоА 1,2-эпоксидазы (EC 1.14.13.149). Далее реактивный неаро-
матический эпоксид изомеризуется до семичленного о-гетероциклического 
енольного эфира (2-оксепин-2(3Н)-илиденацетила-СоА), в результате чего 
кольцо расщепляется. Остальная часть пути состоит из β-окислительных 
стадий, приводящих к образованию сукцинил-СоА (64). Хорошо известно, 
что сукцинил-СоА принимает участие во многих биохимических путях, в 
частности служит интермедиатом цикла Кребса (65) и предшественником 
синтеза δ-аминолевулиновой кислоты — специфического интермедиата в 
синтезе порфиринов.  

Повышение прогнозируемых метаболических возможностей микро-
биома, связанных с синтезом глиоксилата, γ-амино-Н-бутирата, пропио-
ната, мочевины, пептидогликана, сукцинил-CoA, сукцината, которое мы 
выявили у коров, получавших Целлобактерина+, подтверждает важную 
роль биопрепарата для поддержания гомеостаза метаболических процессов, 
здоровья и продуктивности животных. Это ценный научно-практический 
вывод, поскольку современные интенсивные методы ведения животновод-
ства требуют включения в рацион значительного количества крахмала, что 
подвергает животное риску развития метаболических нарушений, возник-
новению заболеваний и снижению продуктивного долголетия. Объяснение 
полученных данных о повышении потенциала физиолого-биохимических 
процессов в рубце кров также требует углубленного анализа комплексных 
взаимовлияний микробиоты и макроорганизма. Целлобактерин+ также мо-
жет быть полезен для иммуннобиологических воздействий при болезнях мо-
лочной железы, в том числе мастите, однако для подтверждения этого пред-
положения необходимы дальнейшие испытания.  
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Таким образом, биопрепараты на основе микроорганизмов, эффек-
тивно модулирующие состав микробного сообщества, расширяют список 
средств для модификации структуры микробиома. В России после вступле-
ния в 2020 году в силу закона № 280-ФЗ от 3 августа 2018 года «Об органи-
ческой продукции и о внесении изменений в отдельные законодательные 
акты Российской Федерации» интерес к таким натуральным добавкам резко 
возрос в связи с ограничением на применение антибиотиков (за исключе-
нием препаратов, разрешенных действующими в РФ национальными, меж-
государственными и международными стандартами в сфере производства ор-
ганической продукции). 

Итак, введение в рацион дойных коров пробиотика Целлобакте-
рина+ приводило к достоверному (р = 0,049) повышению надоев, а также 
к снижению числа соматических клеток в молоке (на 38 тыс.ʺмл−1ʺгол.−1, 
р = 0,003). По результатам NGS-секвенирования микробиоты рубца было 
установлено, что биопрепарат благотворно влиял на восстановление мик-
робного сообщества. При этом детальный анализ состава микробиома рубца 
выявил существенные различия по 13 бактериальным родам. В частности, 
в рубце у коров, получавших Целлобактерин+, снизилась представленность 
родов бактерий Anaerofilum sp. (в 2,3 раза, р ≤ 0,05) и Anaerostipes sp. (в 1,8 раза, 
р ≤ 0,05), образующих лактат в качестве конечного продукта метаболизма 
глюкозы, и таксонов, среди которых нередко встречаются патогены, — Cam-
pylobacter, Gemella, Mycoplasma, Shewanella (р ≤ 0,05) и Fusobacterium (в том 
числе F. necrophorum) (p ≤ 0,001). Уменьшение числа соматических клеток в 
молоке было ассоциировано со снижением численности возбудителей ма-
стита в рубце. На основании биоинформатической обработки данных мы 
подробно описали метаболические сдвиги у рубцовой микробиоты, проис-
ходящие на генном уровне в результате интродукции пробиотического 
штамма и изменения структуры микробиома. Предсказанный функцио-
нальный потенциал семи метаболических путей усиливался у коров, в ра-
цион которых вводили Целлобактерин+. Интересным представляется даль-
нейшее изучение механизмов благоприятного воздействия интродуцирован-
ных бактерий на хозяина, в частности оценка жизнеспособности, адгезион-
ного потенциала и выживаемости штамма бактерии в составе биопрепарата 
в условиях пищеварительного тракта.  
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A b s t r a c t  
 

Today rations for dairy cows are designed to provide the highest growth rate and productivity 
in a short period of time. However, such intensive livestock farming affects, first of all, the health of 
animals, since metabolic pathways inherent in ruminants are disrupted. The use of 16S metagenomics 
approaches makes it possible to assess the genetic and metabolic diversity of the bovine microbiome, 
which allows identifying factors that can contribute to an increase in productivity and an improvement 
in the health of the host. In the feeding trial, dairy cows were fed with dietary probiotic Cellobacterin+ 
based on the Enterococcus faecium 1-35 strain (the winter-spring period of 2018, JSC PZ Plamya, 
Gatchinsky District, Leningrad Province). Two groups of ten Holsteinized black-and-white dairy cows 
(Bos taurus taurus) of the 2nd and 3rd lactation with an average annual milk yield of 7000-7500 kg 
were used. The basal diet was 10 kg compound feed, 2 kg yellow corn, 0.5 kg sunflower cake, 0.5 kg 
rapeseed cake, 1 kg hay, 25 kg grass silage, 1 kg beet molasses, and 0.2 kg MINVIT®-3 (Russia). In 
the morning, the test cows were fed with dietary Cellobacterin+ (OOO BIOTROF, St. Petersburg) at 
40 g per cow. Cicatricial contents (10-50 g) were collected from three cows of each group at the end 
of the experiment. Fasting blood was taken for biochemical analysis from the tail vein with vacutainers. 
The blood was analyzed for total protein, total bilirubin, glucose, calcium, phosphorus, urea, reserve 
alkalinity, ketone bodies. The mass fraction of fat in milk was analyzed according to GOST 5867-90, 
protein according to GOST 23327-98, and the number of somatic cells according to GOST R 54761-
2011. Total DNA from the studied samples was extracted using the Genomic DNA Purification Kit 
(Fermentas, Inc., Lithuania) according to the attached instructions. Amplification for subsequent NGS 
sequencing was run (a Veriti Thermal Cycler, Life Technologies, Inc., USA) using the eubacterial 
primers (IDT) 343F (5´-CTCCTACGGRRSGCAGCAG-3´) and 806R (5´-GGACTANVGGGT-
WTCTAAT-3´) flanking the V1V3 region of the 16S rRNA gene. Metagenomic sequencing (a MiSeq 
system, Illumina, Inc., USA) was performed with a MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina, Inc., USA). 
Chimeric sequences were excluded from analysis using the USEARCH 7.0 program 
(http://drive5.com/usearch/). The processing of the obtained reads using the bioinformatics platform 
CLC Bio GW 7.0 (Qiagen, the Netherlands) included overlapping, quality filtering (QV > 15), and 
primer trimming. The taxonomic affiliation of microorganisms to genus was determined using the RDP 
Classifier program (http://rdp.cme.msu.edu/). Mathematical and statistical processing of the results 
was carried out using the software packages Microsoft Office Excel 2003, R-Studio (Version 1.1.453) 
(https://rstudio.com). The mean values (M) and standard errors of the means (±SEM) were calculated. 
The results were deemed significant at p < 0.05. Analysis of microbial β-diversity of the samples by the 
principal component method was performed according to the Weighted UniFrac PCoA Emperor 
method using the QIIME software package. Reconstruction and prediction of the functional content 
of the metagenome, gene families, and enzymes was performed using the PICRUSt2 software package 
(v.2.3.0). MetaCyc database (https://metacyc.org/) was used to analyze metabolic pathways and en-
zymes. Feeding the probiotic had a significant effect (p = 0.049) on an increase in milk yield, as well 
as on a decrease (p = 0.003) in the somatic cell number in milk by 38,000/ml per cow. The NGS 
sequencing provided a complete taxonomic and functional characterization of the cicatricial microbi-
ota, including uncultivated representatives. Significant differences were found between the groups for 
13 bacterial genera. In particular, in the rumen of cows treated with the probiotic Cellobacterin+, 
compared to the control group, a lower proportion of the order Clostridia were found, namely the 
bacteria of the genera Anaerofilum sp. (2.3 times lower, p ≤ 0.05) and Anaerostipes sp. (1.8 times lower, 
p ≤ 0.05) that produce lactate in the rumen as the end product of glucose metabolism. A decrease 
occurred in the abundance of the genera Campylobacter, Gemella, Mycoplasma, Shewanella (p ≤ 0.05), 
and Fusobacterium (including F. necrophorum) (p ≤ 0.001) among which pathogens are often found. 
Changes in the taxonomic structure of rumen microbiota as influenced by the probiotic were also 
associated with metabolic changes. The predicted functional potential of seven metabolic pathways was 
enhanced in cows fed Cellobacterin+ compared to the control animals. Thus, when fed Cellobacterin+, 
there was a 3.5-fold increase (p ≤ 0.05) in the predicted level of microbiome metabolic capabilities 
associated with the synthesis of glyoxylate from allantoin, and 2.3-fold increase (p ≤ 0.05) in the 
biosynthesis of propionate from L-glutamate. These findings allow us to suggest an important role of 
the biological product Cellobacterin+ for maintaining the homeostasis of metabolic processes. 
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