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В современных условиях представляет интерес изучение эффективности натуральных 

комплексных кормовых добавок, которые позволят регулировать состав и метаболическую актив-
ность микробиома и улучшить иммунитет и физиологический статус кроликов. В настоящей работе 

впервые с применением биоинформатических методов обнаружено, что комплексный пробиотиче-
ский биопрепарат оказывает влияние на изменение прогнозируемых метаболических путей в мик-
робиоме кишечника кроликов. Целью работы было изучение совместного действия комплекса, со-

держащего минеральные вещества и пробиотик, на организм кроликов, их физиологические пока-
затели, состав и функциональный потенциал микробиома. Исследование проводили в 2021 году на 

10 кроликах породы советская шиншилла на базе вивария ФГБУ ВО СПХФУ Минздрава России. 
Возраст животных на начало эксперимента — 2,5 мес, живая масса — 5,37-5,53 кг. Животных 
разделили на две группы (по 5 гол. в каждой): I контрольная группа получала основной рацион 

(ОР) в соответствии с рекомендуемыми детализированными нормами РАСХН (2003 год), II опыт-
ная группа — ОР с добавлением комплексной кормовой добавки микроэлементов и пробиотиче-

ского штамма бактерий в количестве 30 мг/гол. в сутки. Комплексная кормовая добавка включала 
микроэлементный препарат Silaccess (ООО «ТЕХНОЛОГ 2Д», Россия) в дозе 5 мг/кг живой 
массы. Кроме того, в добавку был включен пробиотический штамм микроорганизма Bacillus subtilis 

1-85. На 30-е и 60-е сут после начала эксперимента животных взвешивали натощак перед утрен-
ним кормлением, а также брали кровь для анализа. Определяли естественную резистентность (бак-

терицидная активность, включая лизоцимную, фагоцитарная активность нейтрофилов). Образцы 
химуса слепых отростков кишечника для исследования микробиома отбирали в конце эксперимента 
с максимально возможным соблюдением условий асептики вручную и немедленно помещали в сте-

рильные пластиковые пробирки. Тотальную ДНК выделяли с использованием набора Genomic DNA 
Purification Kit («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США). Бактериальное сообщество оценивали 

методом NGS-секвенирования на автоматическом секвенаторе MiSeq («Illumina, Inc.», США) с 
праймерами для V3-V4 региона гена 16S рРНК: 5´-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAG-
AGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3´ (прямой праймер), 5´-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTG-

TATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3´ (обратный праймер). Реконструкцию и про-
гнозирование функционального содержания метагенома проводили при помощи программного ком-

плекса PICRUSt2 (v.2.3.0) (https://github.com/picrust/picrust2). Математическую и статистиче-
скую обработку результатов осуществляли методом многофакторного дисперсионного анализа в 
программах Microsoft Excel XP/2003, R-Studio (Version 1.1.453) (https://rstudio.com). Фагоцитар-

ный индекс был выше (p  0,05) во II опытной группе по сравнению с контрольной на 1,8, фаго-

цитарное число — на 32,3 % (p  0,05). С применением метода NGS-секвенирования во II группе 

были установлены более высокие значения индексов -биоразнообразия Chao1, Shannon и Simpson 

(p  0,05) по сравнению с I группой. По данным исследований таксономического состава микро-

организмов слепых отростков кишечника кроликов выявили 12 филумов царства Bacteria, среди 
которых представители филума Firmicutes доминировали по численности (80,2±6,2 % в контроль-
ной группе, 78,2±7,4 % в опытной группе). Во II группе происходило количественное увеличение 

филумов Verrucomicrobiota, Actinobacteriota, Patescibacteria, Proteobacteria, Desulfobacterota в 1,3-

2,6 раза и снижение представленности филума Campilobacterota в 4,8 раза (p  0,05). В слепых 

отростках кишечника у кроликов из опытной группы наблюдалось возрастание численности бак-

терий рода Bacillus spp. в 2,82 раза по сравнению с контролем (p  0,05). В кишечнике животных 

из I контрольной группы присутствовал вид Staphylococcus sciuri (0,075±0,006 %), тогда как во 

II опытной группе его не обнаружили. В результате анализа, проведенного с использованием про-
граммного комплекса PICRUSt2 (v.2.3.0), у микробного сообщества кишечника кроликов мы вы-

явили 370 прогнозируемых метаболических путей, при этом между экспериментальными группами 

наблюдались различия (p  0,05) по 36 путям. В кишечном микробиоме животных из II опытной 

группы по сравнению с I контрольной происходила активация (p  0,05) путей, которые относились 

к деградации ароматических соединений и ксенобиотиков, белковому, углеводному, энергетиче-
скому обмену, биосинтезу спиртов, фотодыханию, ассимиляции формальдегида, деградации мио-, 

хиро- и сцилло-инозитола, синтезу клеточной стенки и спорообразованию. Доминирующее число 
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(15 путей) усиленных потенциальных метаболических путей было связано с деградацией аромати-
ческих соединений и ксенобиотиков. Таким образом, введение в рацион кроликов породы советская 
шиншилла комплексной кормовой добавки на основе пробиотического штамма бактерий Bacillus 

subtilis 1-85 и микроэлементов оказывает множественное позитивное действие как на микроорга-
низмы (биологический контроль над патогенами, регуляция метаболических путей), так и на мак-

роорганизм (повышение иммунитета, улучшение физиологии). 
 

Ключевые слова: пробиотик, микроэлементы, резистентность, домашние кролики, мик-

робиом, NGS-секвенирование, метаболические пути. 
 

Кролики (Oryctolagus dominis) — ценные сельскохозяйственные жи-

вотные с коротким периодом сукрольности, высокой плодовитостью, хоро-

шей конверсией корма (1, 2). Мясо кроликов богато белком при низком 

содержании жира, холестерина и натрия и легко усваивается, что опреде-

ляет его диетические свойства (3). Кроме того, эти животные часто исполь-

зуются в экспериментальных целях как модельные объекты. 

Во многих странах кролиководство становится важной развиваю-

щийся подотраслью (4). Главными факторами, сдерживающими развитие 

кролиководства, остаются вирусные и бактериальные заболевания, приво-

дящие к массовому падежу и существенным экономическим потерям (5).  
Известно, что микробные популяции, населяющие желудочно-ки-

шечный тракт животных, формируют микробиом — сложную экосистему, 
способную при благоприятных условиях авторегулировать свой гомеостаз. 
Кишечный микробиом млекопитающих играет важную роль в пищевари-
тельных, метаболических, физиологических и иммунологических процес-
сах, оказывает воздействие на восприимчивость хозяина ко многим имму-
ноопосредованным заболеваниям и расстройствам (6), а также влияет на 
продуктивность (7, 8). Это подтверждено и на примере кроликов, хозяй-
ственно ценные признаки которых также подвержены влиянию кишечной 
микробиоты (8).  

Благодаря стремительному развитию технологий секвенирования, 
было проведено несколько интересных исследований по анализу микроб-
ных сообществ кишечника кроликов. В 2008 и 2012 годах исследовано бак-
териальное сообщество слепой кишки кроликов с использованием высоко-
производительного секвенирования ампликона V3-V4 гена 16S рРНК (9, 
10). В 2018 году описаны изменения микробиоты кролика по отделам ки-
шечного тракта с акцентом на микробиоту слепой кишки и фекалий (11). В 
2019 году изучен состав микробиоты желчного пузыря кроликов разного 
возраста (12), в 2020 году исследована структура микробиоты кишечника у 
коммерческих кроликов в динамике от отъема до конца выращивания (13). 
Совсем недавно был охарактеризован состав бактериальной микробиоты на 
протяжении всего желудочно-кишечного тракта у новозеландских кроликов 
(5). Несмотря на существование микробных популяций в проксимальных и 
дистальных отделах желудочно-кишечного тракта кролика (14), слепая кишка 
служит основным органом, где происходят самые активные ферментатив-
ные процессы. 

В современных условиях кролиководства такие факторы, как ску-

ченность значительного поголовья животных на ограниченной территории, 

нарушение принципов системы кормления и технологии содержания, смена 

рационов, недоброкачественные корма, бесконтрольное применение анти-

биотиков и другие стрессы, в разы увеличивают риск возникновения ин-

фекционных заболеваний. Периоды отъема и доращивания, когда происхо-

дит переход с материнского молока на твердые корма, возникает стресс от 

отсутствия матери и перегруппировки, относятся к критическим (15). Это 

приводит возникновению энтеритов и желудочно-кишечных инфекций, в 

частности вызываемых бактериями Clostridia spp. и Escherichia coli, Lawsonia 
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intracellularis, Salmonella spp. (5, 16). Одно из самых серьезных заболеваний 

сельскохозяйственных кроликов — эпизоотическая энтеропатия. Это мно-

гофакторный желудочно-кишечный синдром, летальность от которого до-

стигает 30-95 % независимо от породы с возрастанием частоты встречаемо-

сти в период после отъема (17). 

Кишечные заболевания часто проявляются как воспаление пищева-

рительной системы (18), которое приводит к нарушению целостности сте-

нок (19). Воспаление и повреждение кишечника вызывают перераспределе-

ние питательных веществ, что приводит к снижению продуктивности жи-

вотных и существенному увеличению экономических потерь (20). Исследо-

вания с применением хроматографических методов показали, что ряд диф-

ференциальных метаболитов был вовлечен в пять метаболических путей, 

связанных с воспалением кишечника (метаболизм триптофана, метаболизм 

пиримидина, биосинтез фенилаланина, тирозина и триптофана, деградация 

лизина и секреция желчи) (21). В свою очередь, увеличение количества па-

тогенных и условно-патогенных бактерий (Escherichia coli, Clostridium spp., 

Bacteroides spp.) и снижение представленности полезных бактерий (Lacto-
bacillus casei, Bifidobacterium spp. и Lactobacillus spp.) связано с высвобожде-

нием провоспалительных сигнальных факторов (цитокинов, IL-6 и TNF-), 

а также повышенной секрецией иммуноглобулина А (IgA). Этот процесс 

имеет связь со снижением содержания короткоцепочечных жирных кислот, 

ингибированием всасывания кишечных ионов и воды и воспалением сли-

зистой оболочки кишечника (22-24). 

Стратегии регуляции микробиома и предотвращения расстройств 

пищеварения включают введение в рационы кормовых добавок, таких как 

пробиотики. В течение последнего десятилетия опубликовано несколько 

исследований о влиянии пробиотиков на продуктивные показатели кроли-

ков (25-27). Некоторые авторы учитывали специфический и неспецифиче-

ский иммунный ответ на пробиотические добавки в рационы. Были про-

анализированы различные гематологические параметры: общий белок, им-

муноглобулины, лейкоциты и лимфоциты (28, 29). Установлено, что про-

биотики оказывают позитивное действие на состав микробиома, снижая 

численность патогенов (30, 31).  

Ранее мы провели исследование (32), основанное на биоинформа-

тической обработке данных NGS-секвенирования гена 16S рРНК в микро-

биоме рубца молочных коров, которое продемонстрировало, что изменения 

в таксономической структуре микроорганизмов рубца под воздействием 

пробиотика Целлобактерин+ были связаны с метаболическими сдвигами 

функционального потенциала микроорганизмов, и подтвердило важную 

роль указанного пробиотика в поддержании метаболического гомеостаза. В 

2021 году в работе на кроликах было продемонстрировано изменение по-

тенциальных метаболических путей микробиома кишечника на основе се-

квенирования гена 16S рРНК в зависимости от генотипа, что позволило 

выявить потенциальные биомаркеры, важные для улучшения пород мясных 

кроликов (33).  

Тем не менее экспериментов, связанных с оценкой влияния пробио-

тиков на состав и потенциальные метаболические пути кишечного микро-

биома кроликов, ранее не проводили. То есть механизм, с помощью кото-

рого микроорганизмы и пробиотики взаимодействуют на метаболическом 

уровне в кишечнике этих животных, неясен. 

В отношении микроэлементов известно, что их введение в рацион 

оказывает позитивное воздействие на различные функции организма кро-

ликов, такие как кислотно-щелочной баланс, метаболизм питательных ве-
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ществ и иммунитет. Дефицит железа у кроликов проявляется в снижении 

активности, потере аппетита, ухудшении состояния кожи и шерсти (34). 

Йод необходим для обеспечения правильного функционирования щитовид-

ной железы, кобальт имеет прямую связь с усвоением организмом пушных 

зверей витаминов (35, 36). 

Представляет интерес создание и изучение эффективности новых 

комплексных кормовых добавок, которые позволят получать экологически 

чистую продукцию кролиководства более высокого качества и снизить риск 

возникновения инфекционных заболеваний.  

В настоящей работе впервые с применением биоинформатических 

методов обнаружено, что комплексный пробиотический биопрепарат ока-

зывает влияние на изменение прогнозируемых метаболических путей мик-

робиома кишечника кроликов. 

Целью работы было изучение совместного действия комплекса, со-

держащего минеральные вещества и пробиотик, на организм кроликов, их 

физиологические показатели, состав и функциональный потенциал микро-

биома. 

Методика. Исследование проводили в 2021 году на 10 кроликах по-

роды советская шиншилла на базе вивария ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава 

России (г. Санкт-Петербург), имеющего государственную регистрацию в ГУ 

Санкт-Петербургская городская станция по борьбе с болезнями животных 

(ветеринарное регистрационное удостоверение на виварий ¹ 78-07132). 

Экспериментальные группы формировали методом аналогов по возрасту и 

живой массе. Возраст животных на начало эксперимента — 2,5 мес, живая 

масса — 5,37-5,53 кг. Кормление и условия содержания кроликов соответ-

ствовали методическим указаниям (37). 

Животных разделили на две группы (по 5 гол. в каждой): I контроль-
ная группа получала основной рацион (ОР) в соответствии с рекомендуе-
мыми детализированными нормами РАСХН (2003 год), II опытная группа — 
ОР с добавлением комплексной кормовой добавки (30 мг/гол. в сутки). 
Комплексная кормовая добавка включала микроэлементный препарат Si-
laccess (ООО «ТЕХНОЛОГ 2Д», Россия) (38), состоящий из смеси мине-
ральных компонентов кремния (35-42,7 %), железа (3,5-4,5 %), меди (0,08-
0,12 %) и цинка (0,04-0,055 %) в стабилизирующем агенте (ГОСТ 12.1.007.-
76. М., 2007). Дозировка компонента Silaccess составляла 5 мг/кг живой 
массы. Кроме того, в добавку был включен водорастворимый пробиотик 
Ликвипро (ООО «БИОТРОФ», Россия) из соотношения 0,5 г/10 л воды. 
Введение пробиотического компонента осуществлялось круглосуточно в си-
стему поения с помощью дозатора Dosatron D25RE5 («Dosatron», Франция). 
В основу препарата Ликвипро входит штамм Bacillus subtilis 1-85, препарат 
выпускается в сухом виде в форме порошка. Продолжительность экспери-
мента — 75 сут.  

Интенсивность роста животных контролировали индивидуальным 
взвешиванием через 30 и 60 сут (в 3,5- и 4,5-месячном возрасте) после 
начала эксперимента натощак перед утренним кормлением. Живую массу 
подопытных кроликов определяли с использованием электронных весов для 
взвешивания животных Momert 6551 («MOMERT Co Ltd.», Венгрия) с по-
грешностью до 10 г, среднесуточные приросты за отмеченные периоды рас-
считывали по общепринятой формуле: 

А =
𝑊1−𝑊0

𝑡
, 

где А — среднесуточный прирост живой массы, г; W0 — живая масса на 

начало эксперимента, кг; W1 — живая масса на конец эксперимента, кг; t — 

число суток.  
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 Клинико-физиологическое состояние кроликов оценивали при 

ежедневном осмотре. Обращали внимание на поведение, поедаемость корма, 

состояние шерстного покрова. 

Через 30 сут после начала опыта и по окончании опыта (60 сут) у 

кроликов натощак брали кровь из хвостовой вены в вакуумные пробирки 

двух видов (с антикоагулянтом гепарином и с активатором свертывания). 

Определяли показатели естественной резистентности (бактерицидная ак-

тивность, включая лизоцимную, фагоцитарная активность нейтрофилов). 

Фагоцитарную активность псевдоэозиноилов оценивали при подсчете фа-

гоцитирующих клеток из 100 нейтрофилов. При определении бактерицид-

ной активности сыворотки крови использовали методику И.М. Карпуть 

(39). Лизоцимную активность в сыворотке крови устанавливали нефеломет-

рическим методом по В.Г. Дорофейчуку (40). Клинический (гематологиче-

ский) анализ крови выполняли на аппарате ABXMICRO 60-OT18 («Roche», 

Франция).  

Образцы химуса для исследования микробиома отбирали вручную 

из слепых отростков кишечника в конце эксперимента с максимально воз-

можным соблюдением условий асептики и немедленно помещали в сте-

рильные пластиковые пробирки. Все образцы замораживали при темпера-

туре 20 C и отправляли в сухом льду в молекулярно-генетическую лабо-

раторию научно-производственной компании ООО «БИОТРОФ» для выде-

ления ДНК.  

Тотальную ДНК из образцов выделяли с использованием набора Ge-

nomic DNA Purification Kit («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США) согласно 

прилагаемой инструкции. Метод основан на селективном детергентно-опо-

средованном осаждении ДНК из субстрата с применением растворов для 

лизиса клеточных стенок и осаждения ДНК, 1,2 М хлорида натрия и хло-

роформа. 

Бактериальное сообщество оценивали методом NGS-секвенирова-

ния, которое позволяет идентифицировать микроорганизмы до вида, на ав-

томатическом секвенаторе MiSeq («Illumina, Inc.», США) с применением 

праймеров для V3-V4 региона гена 16S рРНК: 5´-TCGTCGGCAGCGTCA-

GATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3´ (прямой прай-

мер), 5´-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACH-

VGGGTATCTAATCC-3´ (обратный праймер). Условия ПЦР были следую-

щими: 3 мин при 95 С; 30 с при 95 С, 30 с при 55 С, 30 с при 72 С 

(необходимо для удлинения последовательности) (25 циклов); 5 мин при 

72 С (окончательная элонгация). Секвенирование проводили при помощи 

реагентов для подготовки библиотек Nextera® XT IndexKit («Illumina, Inc.», 

США), для очистки ПЦР-продуктов Agencourt AMPure XP («Beckman 

Coulter, Inc.», США) и для проведения секвенирования MiSeq® ReagentKit 

v2 (500 cycle) («Illumina, Inc.», США). Максимальная длина полученных по-

следовательностей составила 2½250 п.н.  

Автоматический биоинформатический анализ выполняли с помощью 

программного обеспечения QIIME2 ver. 2020.8 (https://docs.qiime2.org/2020.8/). 

После импорта последовательностей в формате .fastq из секвенирующего 

прибора и создания необходимых для работы файлов сопоставления, содер-

жащих метаданные изучаемых файлов, парные строки прочтений были вы-

ровнены. Далее последовательности фильтровали по качеству с использо-

ванием параметров настроек по умолчанию. Фильтрацию шумовых после-

довательностей проводили с помощью встроенного в программное обеспе-

чение QIIME2 пакета DADA2, включающего информацию о качестве по-
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следовательностей в модель ошибок (фильтрацию химерных последователь-

ностей, артефактов, адаптеров), что делает алгоритм устойчивым к после-

довательности более низкого качества. При этом использовали максималь-

ную длину последовательности обрезки, равную 250 п.н. (https://benjjneb.git-

hub.io/dada2/tutorial.html). Для построения филогении de novo выполнили 

множественное выравнивание последовательностей, применяя программ-

ный пакет MAFFT, далее проводили маскированное выравнивание, чтобы 

удалить позиции, которые значительно различались. Для назначения так-

сономии использовали программное обеспечение QIIME2, которое при-

сваивает последовательности таксономическую идентификацию на основе 

данных ASV (методами BLAST, RDP, RTAX, mothur и uclust), используя базу 

данных по 16s rRNA Silva 138.1 (https://www.arb-silva.de/documentation/rele-

ase-138.1/).  

На основании полученной таблицы оперативно-таксономических 

единиц (ОТЕ; оperational taxonomic unit, OTU) с использованием плагинов 

программного пакета QIIME2 были рассчитаны индексы биоразнообразия, 

а также построен график зависимости числа ОТЕ от числа прочтений. При 

статистическом анализе индексов разнообразия их дополнительное преоб-

разование не проводили. 

Реконструкцию и прогнозирование функционального содержания 

метагенома, семейств генов, ферментов проводили при помощи программ-

ного комплекса PICRUSt2 (v.2.3.0) (https://github.com/picrust/picrust2) (41). 

С программой работали согласно рекомендованному сценарию действий, 

все настройки использовали по умолчанию. ОТЕ каждого образца распо-

ложили в соответствии с его содержанием, от большего к меньшему, зна-

чения преобразовали с помощью логарифмического преобразования Log2. 

Для анализа метаболических путей и ферментов пользовались базой дан-

ных MetaCyc (https://metacyc.org/). Прогнозируемые профили метаболических 

путей MetaCyc оценивали по обилию ASV (Amplicon Sequence Variants) (42). 

Визуализацию данных и подсчет статистических показатели проводили с по-

мощью веб-приложения Phantasus v1.11.0 (https://artyomovlab.wustl.edu/phant-

asus/), в котором, помимо основных методов визуализации и фильтрации, 

поддерживаются методы на основе R, такие как кластеризация k-средних, 

анализ основных компонент или анализ дифференциальных выражений с 

пакетом limma.  

Математическую и статистическую обработку полученных резуль-

татов осуществляли методом многофакторного дисперсионного анализа 

(multifactor ANalysis Of VAriance, ANOVA) в программах Microsoft Excel 

XP/2003, R-Studio (Version 1.1.453) (https://rstudio.com). Данные представ-

лены как средние (M) и стандартные ошибки средних (±SEM). Достовер-

ность различий устанавливали по t-критерию Стьюдента, различия считали 

статистически значимыми при p  0,05. Средние значения сравнивали с 

использованием теста достоверно значимой разницы Тьюки (HSD) и функ-

ции TukeyHSD в пакете R Stats Package. 

Результаты. Показатели клинического анализа крови крайне чув-

ствительны к различным физиологическим влияниям, в связи с чем про-

филь крови — это достаточно точное отражение подобных воздействий (43-

45). У животных контрольной и опытной групп содержание гемоглобина и 

эритроцитов соответствовали возрастным нормам, отмечались лишь неко-

торые незначительные отклонения: количество эритроцитов и гемоглобина 

во II опытной группе через 60 сут эксперимента (табл. 1). Кроме того, сред-

нее содержание гемоглобина в эритроцитах в обеих группах превышало 
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норму. В обеих группах наблюдались возрастные изменения показателей 

крови на разных этапах развития организма кроликов. Так, количество ге-

моглобина в крови у кроликов II опытной группы через 60 сут увеличилось 

на 8,2 % (p  0,05) по сравнению с началом эксперимента, а в крови у 

животных I контрольной группы — на 4,45 % (p  0,05). При этом между 

контрольной и опытной группами не наблюдалось статистически значимых 

различий по этим показателям (p > 0,05) (см. табл. 1). 

1. Показатели клинического анализа крови кроликов (Oryctolagus dominis) по-

роды советская шиншилла при применении комплексной кормовой добавки на 

основе пробиотического штамма бактерий Bacillus subtilis 1-85 и микроэле-

ментов (n = 5, M±SEM; виварий ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России, 

г. Санкт-Петербург, 2021 год) 

Пока.за.те.ль 
Время после 

начало опыта 

I контрольная 

группа  

II опытная 

группа  

Возрастная 

норма 

Эритроциты, ½1012/л 1-е сут 7,01±0,43 7,24±0,31 5,2-7,8 

30-е сут 7,24±0,59 7,42±0,77 

60-е сут 7,28±0,33 8,20±0,93 

Гемоглобин, ммоль/л 1-е сут 143,80±8,80 152,20±4,09 100,5-160,0 

30-е сут 143,80±4,30 152,00±7,31 

60-е сут 150,20±6,02 164,60±9,24 

Среднее содержание гемогло-

бина в эритроцитах, пг/л 

1-е сут 19,72±1,80 21,06±0,71 9,3-15,3 

30-е сут 20,70±0,79 21,32±0,73 

60-е сут 20,44±0,58 22,14±2,34 

П р и м е ч а н и е. Описание групп см. в разделе «Методика». 

 

Учитывая тот факт, что у кроликов в раннем возрасте желудочно-ки-

шечный тракт недостаточно подготовлен к перевариванию твердых кормов, 

а организм в период доращивания подвергается влиянию стресс-факторов, 

оказывающих воздействие на иммунитет, мы изучили показатели естествен-

ной резистентности у подопытных животных.  

2. Показатели естественной резистентности у кроликов (Oryctolagus dominis) по-

роды советская шиншилла на 60-е сут эксперимента при применении ком-

плексной кормовой добавки на основе пробиотического штамма бактерий Ba-

cillus subtilis 1-85 и микроэлементов (n = 5, M±SEM; виварий ФГБУ ВО 

СПХФУ Минздрава России, г. Санкт-Петербург, 2021 год) 

Показатель I контрольная группа II опытная группа 

Лизоцим, %  36,18±1,04 46,29±1,36* 

Бактерицидная активность сыворотки крови, %  38,45±1,09 46,68±1,27* 

Фагоцитарная активность, %  43,45±1,19 63,27±1,33* 

Фагоцитарный индекс  5,33±0,10 7,13±0,15** 

Фагоцитарное число  2,88±0,10 3,81±0,11* 

Фагоцитарная емкость, тыс. микробных тел  73,12±1,53 75,89±1,21 

П р и м е ч а н и е. Описание групп см. в разделе «Методика». 

* и ** Различия между опытной и контрольной группами на основании t-критерия Стьюдента статистиче-

ски значимы соответственно при p  0,05 и p  0,01.  

 

Судя по значениям показателей, которые косвенно отражают содер-

жание врожденных иммунных медиаторов в крови (содержание лизоцима, 

бактерицидные характеристики крови, фагоцитарная активность, фагоци-

тарный индекс, фагоцитарное число), естественная резистентность у кро-

ликов, получавших комплексную кормовую добавку, была выше контроля 

(p  0,05) (табл. 2). Так, фагоцитарный индекс (среднее число фагоцитиро-

ванных микроорганизмов, приходящееся на один активный лейкоцит), от-

ражающий интенсивность фагоцитоза, был выше во II опытной группе по 

сравнению с I группой на 1,8 (p  0,05), фагоцитарное число (отношение 

числа фагоцитировавших бактерии лейкоцитов к общему числу подсчитан-
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ных лейкоцитов) — выше на 32,3 % (p  0,05). 

Усиление естественной резистентности у кроликов, получавших ком-

плексную кормовую добавку, закономерно. Давно известно, что кровь со-

держит антимикробные компоненты, которые обеспечивают быстрые от-

веты на инфекцию (46). Врожденные ответы на микробные инфекции у 

млекопитающих опосредуются сигнальными молекулами, включая Toll-по-

добные рецепторы, цитозольные киназы, ядерный фактор (NF)-kB, фак-

торы транскрипции (47). Проникновение патогенов индуцирует быструю 

экспрессию нескольких генов, кодирующих антимикробные белки и пеп-

тиды (48, 49). В свою очередь, существуют молекулярные механизмы, обес-

печивающие перекрестную взаимосвязь между микробиомом и экспрессией 

генов хозяина, прежде всего генов иммунитета (50). Введение пробиотиче-

ского штамма бактерии в совокупности с микроэлементами в кишечник 

кроликов могло оказать влияние на экспрессию генов хозяина, связанных 

с иммунитетом. Ранее было продемонстрировано увеличение содержания 

общего белка и глобулинов в сыворотке крови кроликов под влиянием про-

биотика (28). Данные, полученные A.F. Mohamed с соавт. (51), свидетель-

ствуют о том, что введение в рацион пробиотического штамма Lactobacillus 

acidophilus не оказало достоверного влияния на содержание глобулина, но 

привело к увеличению числа лейкоцитов и количества общего белка в сы-

воротке крови. Высказано мнение, что микроэлементы играют важную роль 

в различных физиологических процессах и имеют решающее значение для 

правильного функционирования иммунной системы (52).  

3. Среднесуточный прирост живой массы у кроликов (Oryctolagus dominis) по-

роды советская шиншилла при применении комплексной кормовой добавки на 

основе пробиотического штамма бактерий Bacillus subtilis 1-85 и микроэле-

ментов (n = 5, M±SEM; виварий ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России, 

г. Санкт-Петербург, 2021 год) 

Группа Экспериментальный период, сут Среднесуточный прирост массы, г 
I контрольная группа 1-30 5,53±0,32 

31-60 5,21±0,15 

II опытная группа 1-30 6,08±0,49 

31-60 5,90±0,21 

П р и м е ч а н и е. Описание групп см. в разделе «Методика». 

 

Исходя из результатов взвешивания кроликов, можно предположить 

отсутствие отрицательного влияния исследуемой комплексной кормовой 

добавки на основе микроэлементов и пробиотика на прирост живой массы 

(табл. 3). Однако следует отметить, что число животных в эксперименталь-

ных группах не обеспечивало достаточного уровня доказательности, по-

скольку группы формировались согласно основной цели нашего исследова-

ния — анализа состава и функций микробиома. 

Ранее отмечалось позитивное действие пробиотиков и микроэлемен-

тов на показатели продуктивности кроликов. Так, A.A.A. Abdel-Wareth с со-

авт. (25) исследовали комплексный препарат из смеси семян пажитника и 

пробиотика (AmPhi-Bact, «American Pharmaceutical Innovations Company, 

LLC» США), содержащего культуры Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 
plantarum, Bifidobacterium bifidum, метаболитов Bacillus subtilis и Aspergillus ni-
ger, на 45-суточных новозеландских белых кроликах в течение 6 нед. Авторы 

отмечали улучшение конверсии корма, более высокую усвояемость сырого 

протеина и увеличение мясной продуктивности в группах, получавших пре-

парат. М. López-Alonso с соавт. (53) высказали мнение, что микроэлементы 

координируют большое число биологических процессов и, следовательно, 
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необходимы для поддержания продуктивности животных. 

На следующем этапе работы мы изучили состав микробиома химуса 

из слепых отростков кишечника кроликов методом NGS-секвенирования. 

В общей сложности было сгенерировано 57,56 секвенированных последо-

вательностей гена 16S рРНК (с медианой считываний 9,59 при min = 7,69 

и max = 12,86). При сравнении I контрольной и II опытной групп по ин-

дексам Chao1, Шеннона и Симпсона оказалось, что их значения имели ста-

тистически значимые различия (p  0,05) (рис. 1). В опытной группе были 

отмечены более высокие значения индексов -биоразнообразия. То есть 

комплексная кормовая добавка, включавшая пробиотический штамм и 

смесь микроэлементов, позитивно влияла на увеличение видового разнооб-

разия микробиома в кишечнике кроликов. Эти результаты согласуются с 

данными других авторов (54, 55). 
 

 

Рис. 1. Абсолютные значения индексов -биоразнообразия Chao1 (А), Шеннона (Б) и Симпсона 

(В) для микробиома слепых отростков кишечника кроликов (Oryctolagus dominis) породы совет-

ская шиншилла на 60-е сут эксперимента при применении комплексной кормовой добавки на ос-

нове пробиотического штамма бактерий Bacillus subtilis 1-85 и микроэлементов (n = 3, M±SEM; 

виварий ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России, г. Санкт-Петербург, 2021 год). Рассчитано 

с использованием плагинов программного пакета Qiime2 ver. 2020.11. Описание групп см. в 

разделе «Методика».  

* Различия между опытной и контрольной группами на основании t-критерия Стьюдента ста-

тистически значимы при р  0,05. 
 

При исследовании состава микроорганизмов слепых отростков ки-

шечника кроликов выявили 12 филумов царства Bacteria (рис. 2), среди 

которых представители филума Firmicutes доминировали по численности 

(80,2±6,2 % в I группе, 78,2±7,4 % во II группе), что указывает на их важное 

экологическое и функциональное значение в пищеварительном тракте. Ос-

новная функция Firmicutes — способность разлагать сложные полисахариды 

с последующим образованием короткоцепочечных жирных кислот (56). Судя 

по результатам исследований, проведенных ранее, доминирование предста-

вителей этого филума в содержимом слепых отростков достаточно типично 

для кроликов (11).  

В нашем опыте филум Bacteroidetes оказался вторым по распростра-

ненности в кишечнике кроликов (13,3±1,2 % в I группе, 12,3±1,8 % во II 

группе). Ранее (9, 57) было доказано, что Bacteroidetes стимулируют развитие 

кишечно-ассоциированной иммунной ткани в пищеварительной системе. 

Результаты, аналогичные нашим, были получены и у диких кроликов, а 

также у домашних кроликов породы Rex (58, 59). В целом количественная 

представленность филумов в кишечнике кроликов соответствует таковой у 
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других моногастричных травоядных (60, 61). 
 

 

Рис. 2. Состав кишечного микробиома слепых отростков кишечника у кроликов (Oryctolagus 
dominis) породы советская шиншилла на уровне бактериальных филумов (по данным NGS-секве-
нирования ампликонов гена 16S рРНК) на 60-е сут эксперимента при применении комплексной 
кормовой добавки на основе пробиотического штамма бактерий Bacillus subtilis 1-85 и микроэле-
ментов (n = 3, M±SEM; виварий ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России, г. Санкт-Петербург, 
2021 год). Описание групп см. в разделе «Методика». 

 

В опытной группе по сравнению с контрольной происходило увели-
чение численности филумов Verrucomicrobiota, Actinobacteriota, Patescibacteria, 
Proteobacteria, Desulfobacterota в 1,3-2,6 раза и снижение представленности 

филума Campilobacterota в 4,8 раза (p  0,05). По всей вероятности, эти дан-
ные свидетельствуют о позитивном влиянии комплексной кормовой добавки 
на состав микробиома. Например, представители филума Verrucomicrobiota, 
такие как Akkermansia muciniphila, обладают пробиотической активностью, 
модулируя толщину слизи в кишечнике и повышая целостность кишечного 
барьера (62). Бактерии филума Actinobacteriota служат продуцентами анти-
микробных веществ, активных в отношении патогенов (63). При этом среди 
бактерий филума Campilobacterota, который был представлен единственным 
родом Campylobacter (рис. 3), встречаются патогенные формы, связанные с 
пролиферативной энтеропатией кроликов (64). 

В слепых отростках кишечника кроликов II опытной группы наблю-

далось возрастание количества бактерий рода Bacillus spp. в 2,82 раза по 

сравнению с контролем (p  0,05) (см. рис. 3), что может указывать на вы-

живаемость и увеличение численности пробиотического микроорганизма, 

интродуцированного в составе комплексной кормовой добавки. Это важ-

ный вывод, поскольку интродуцированные штаммы микроорганизмов мо-

гут обладать разной способностью выживать в агрессивной среде кишеч-

ника хозяина (65). Ранее методом RAPD-PCR была доказана выживаемость 

пробиотических бактерий Bacillus clausii в желудочно-кишечном тракте в 

течение 12 сут (66). 

Важно отметить, что в слепых отростках кишечника кроликов мы 

выявили значительное число родов, включая некультивируемые, относящи-

еся к целлюлозолитическим бактериям семейств Thermoanaerobacteraceae, 
Ruminococcaceae, Clostridiaceae, Eubacteriaceae, Lachnospiraceae, что согласу-

ется с данными, полученными C. Bäuerl с соавт. (67). Целлюлозолитические 

бактерии — наиболее релевантные микроорганизмы филума Firmicutes, спо-

собствующие расщеплению клетчатки растительных кормов. Так, S. Combes 
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с соавт. установили (68), что бактерии рода Ruminococcus доминируют у здо-

ровых кроликов, а при возникновении заболевания численность этих мик-

роорганизмов снижается. E. Cotozzolo с соавт. (5) также показали, что оби-

лие представителей семейств Ruminococcaceae и Lachnospiraceae служит важ-

ным показателям здоровья кишечника у кроликов. По мнению авторов, бо-

лее высокая численность Lachnospiraceae характерны для здоровых живот-

ных, что связано со стимуляцией цекотрофного поведения. Цекотрофия — 

важная особенность отряда Lagomorpha, которая позволяет повышать усво-

яемость малопитательного растительного корма (69).  
 

 

Рис. 3. Состав кишечного микробиома слепых отростков кишечника кроликов (Oryctolagus 

dominis) породы советская шиншилла на уровне бактериальных родов (по данным NGS-секвени-

рования ампликонов гена 16S рРНК) на 60-е сут эксперимента при применении комплексной 

кормовой добавки на основе пробиотического штамма бактерий Bacillus subtilis 1-85 и микроэле-

ментов: 1 — f. Lachnospiraceae g. unclassified, 2 — g. Clostridia UCG-014, 3 — g. Oscillospiraceae 

NK4A214, 4 — g. Ruminococcus, 5 — g. Monoglobus, 6 — g. Oscillospirales UCG-010, 7 — g. Clostridia 

vadinBB60, 8 — g. Bacteroides, 9 — g. Akkermansia, 10 — g. Rikenellaceae dgA-11 gut, 11 — f. Bacilli 

RF39 g. unclassified, 12 — g. Lachnospiraceae NK4A136, 13 — g. Christensenellaceae R-7, 14 — 

g. Eubacterium coprostanoligenes, 15 — g. Oscillospiraceae V9D2013, 16 — f. Lachnospiraceae g. un-

classified, 17 — g. Ruminococcaceae Incertae Sedis, 18 — f. Oscillospiraceae g. unclassified, 19 — 

f. Eubacteriaceae g. unclassified, 20 — g. Eubacterium siraeum, 21 — f. Barnesiellaceae g. unclassified, 

22 — g. Alistipes, 23 — g. Rikenellaceae RC9 gut, 24 — g. Candidatus Saccharimonas, 25 — g. Sub-

doligranulum, 26 — g. Oscillospiraceae UCG-005, 27 — g. Tyzzerella, 28 — g. Campylobacter, 29 — 

f. Ruminococcaceae g. unclassified, 30 — g. Ruminiclostridium, 31 — g. Vibrionimonas, 32 — g. Muri-

baculaceae, 33 — g. Desulfovibrio, 34 — g. Colidextribacter, 35 — f. Anaerovoracaceae g. unclassified, 

36 — g. Pelomonas, 37 — g. Papillibacter, 38 — f. Atopobiaceae g. unclassified, 39 — g. Staphylococcus, 

40 — f. Acidaminococcaceae g. unclassified, 41 — f. Peptococcaceae g. unclassified, 42 — g. Pseudo-

monas, 43 — g. Eubacterium nodatum, 44 — g. Anaerovoracaceae XIII AD3011, 45 — f. Sutterellaceae 

g. unclassified, 46 — g. Stenotrophomonas, 47 — g. Oscillospiraceae UCG-007, 48 — g. Ruminococca-

ceae CAG-352, 49 — g. Prevotella, 50 — g. Lachnospiraceae NK4B4, 51 — g. Izemoplasmatales, 52 — 

f. Eggerthellaceae g. unclassified, 53 — g. Ruminococcaceae, 54 — g. Defluviitaleaceae UCG-011, 55 — 

g. Ruminococcaceae UCG-001, 56 — g. Holdemania, 57 — g. Oscillibacter, 58 — f. Erysipelatoclostridi-

aceae g. unclassified, 59 — g. Escherichia-Shigella, 60 — g. Odoribacter,  61 — f. Xanthobacteraceae 

g. unclassified, 62 — g. Parabacteroides, 63 — g. Lachnospiraceae FCS020, 64 — g. Parasutterella 

(n = 3, M±SEM; виварий ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России, г. Санкт-Петербург, 2021 

год). Описание групп см. в разделе «Методика». 
 

Дело в том, что в процессе пищеварения кроликов образуются фе-
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калии двух типов: твердые, бедные питательными веществами, и мягкие, 

состоящие из белка, витаминов, неорганических солей и содержащие зна-

чительное количество микроорганизмов. Последние носят название цекотро-

фов и поедаются Lagomorpha в процессе цекотрофии. Поэтому существует 

предположение, что цекотрофия — это явление, которое обеспечивает фор-

мирование правильного состава кишечного микробиома. Однако в нашем 

исследовании не было обнаружено существенной разницы в содержании 

родов целлюлозолитических микроорганизмов между контрольной и опыт-

ной группами (р > 0,05). 

Тем не менее позитивное влияние комплексной кормовой добавки 

на состав микробиома проявлялось в снижении численности ряда условно-

патогенных и патогенных микроорганизмов в пищеварительной системе 

кроликов. Так, в кишечнике животных из контрольной группы присутство-

вал вид Staphylococcus sciuri (70) (0,075±0,006 %), тогда как в опытной он не 

был представлен. Стафилококкозы кроликов — опасные заболевания, ко-

торые приводят к возникновению пододерматитов, подкожных абсцессов, 

маститов, абсцессов внутренних органов, преимущественно легких, печени, 

матки. Также были описаны артрит, пародонтит, синусит и средний отит 

(71). Несмотря на большую значимость вида Staphylococcus aureus в возник-

новении стафилококкозов кроликов, клиническая значимость S. sciuri, по-

видимому, возрастает, поскольку бактерия была связана с различными ин-

фекциями, такими как эндокардит, перитонит, септический шок, инфекция 

мочевыводящих путей, эндофтальмит, воспалительные заболевания репро-

дуктивной системы (72). Отсутствие Staphylococcus sciuri в опытной группе 

свидетельствует о позитивном эффекте кормовой добавки, включавшей про-

биотический штамм и смесь микроэлементов, которые, вероятно, действуют 

в синергизме. 
 

 

Рис. 4. Результаты функциональной аннотации прогнозируемых метаболических путей в микро-

биоме слепых отростков кишечника у кроликов (Oryctolagus dominis) породы советская шиншилла 

(по данным NGS-секвенирования ампликонов гена 16S рРНК) на 60-е сут эксперимента при 

применении комплексной кормовой добавки на основе пробиотического штамма бактерий Ba-

cillus subtilis 1-85 и микроэлементов (n = 3, M±SEM; виварий ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава 

России, г. Санкт-Петербург, 2021 год). Данные получены при помощи программного комплекса 

PICRUSt2 (v.2.3.0) (https://github.com/picrust/picrust2). Шкала отражает интенсивность потенци-

альных метаболических путей микробиома: синий цвет — наименьшая (минимальная) интен-

сивность, красный — наибольшая (максимальная). Описание групп см. в разделе «Методика». 
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В результате анализа, проведенного с использованием программного 

комплекса PICRUSt2 (v.2.3.0), у микробного сообщества кишечника кроли-

ков исследованных групп мы обнаружили 370 прогнозируемых метаболиче-

ских путей. Статистически значимые различия между экспериментальными 

группами (p  0,05) наблюдались по 36 путям (рис. 4). В кишечном микро-

биоме кроликов из II опытной группы по сравнению с I группой происхо-

дила активация (до 4-кратной, p  0,05) 8 путей, которые относились к бел-

ковому обмену (биосинтез и превращение аминокислот, азотистых соеди-

нений), 4 путей, относящихся к углеводному обмену (расщепление различ-

ных сахаров), 3 — к энергетическому обмену (метилцитратный цикл и гли-

колиз), 2 — к биосинтезу спиртов, 1 — к фотодыханию , 1 — к ассимиляции 

формальдегида, 1 — к деградации мио-, хиро- и сцилло-инозитола, 1 — к 

синтезу клеточной стенки и спорообразованию (путь биосинтеза тейховых 

кислот). Интересно, что доминирующее число потенциальных метаболиче-

ских путей (15 путей) было связано с деградацией ароматических соедине-

ний и ксенобиотиков, включая деградацию таких токсикантов, как катехин, 

формальдегид, 3-фенилпропаноат, олигомер нейлона-6 (73, 74). Усиление 

потенциала деградации ксенобиотиков в кишечнике кроликов из опытной 

группы могло иметь связь с увеличением численности бактерий Bacillus spp. 
Bacillus spp. давно рассматриваются как потенциальные биодеструкторы и 

биоремедиаторы, способные разлагать разнообразные токсичные вещества 

благодаря синтезу различных ферментов (75, 76). 

Усиление пути деградации мио-, хиро- и сцилло-инозитола (PWY-

7237) во II опытной группе по сравнению с контролем (p  0,05) также 

могло иметь связь с увеличением содержания Bacillus spp. Предыдущие ис-

следования выявили у Bacillus subtilis 1-85 ряд генов, необходимых для ка-

таболизма мио-инозита, включая опероны iolABCDEFGHIJ и iolRS (77), а 

также ген iolT (78).  Что касается усиления вовлеченных в белковый обмен 

потенциальных путей в опытной группе, то представляет интерес активация 

сразу трех путей (HOMOSER-METSYN-PWY, MET-SAM-PWY и PWY-5347), 

связанных с синтезом L-метионина. Это перекликается с выводами зару-

бежных исследователей (79), которые высказали предположение, что мети-

онин и треонин продуцируются микроорганизмами слепой кишки и посту-

пают в организм кроликов в процессе цекотрофии мягких фекалий. 

 Стоит отметить, что у растущих кроликов избыток белка рациона 
может приводить к более высокой частоте возникновения мукоидной энте-
ропатии (80, 81). Современные рекомендации по кормлению кроликов 
имеют тенденцию к снижению в рационе количества белка и увеличению 
содержания клетчатки с целью предотвращения расстройств пищеварения 
(82). Тем не менее промышленное кролиководство заинтересовано в выра-
щивании высокопродуктивных животных. Согласно G.G. Partridge с соавт. 
(83), существует положительная связь между массой кроликов и потребно-
стями в белке. Поэтому возможность снижения содержания белка в раци-
оне при одновременной максимизации эффективности синтеза и усвоения 
аминокислот в пищеварительной системе в результате применения кормо-
вых добавок представляется крайне актуальной. 

Ранее было проведено исследование (33) по выявлению различий в 

функциональных возможностях микробиоты кишечника у двух коммерче-

ских пород кроликов Elco и Ira на основе секвенирования гена 16S рРНК. 

Выявлено усиление функционального потенциала микробиома кишечника, 

связанного с бактериальным хемотаксисом, превращением пентозофос-

фата, фруктозы, маннозы и аминокислот с разветвленной цепью у кроликов 

Elco по сравнению с Ira. При этом влияние кормовых добавок на метабо-



 

1130 

лический потенциал кроликов ранее не изучалось. Однако подобные работы 

проводились на других сельскохозяйственных животных — на крупном ро-

гатом скоте (32), свиньях (84), птице (85). На примере несушек Hyline Brown 

было показано (85), что включение в рацион пробиотика на основе Bacillus 

subtilis DSM 32324, Bacillus subtilis DSM 32325 и Bacillus amyloliquifaciens DSM 

25840 приводило к усилению путей, связанных с метаболизмом витамина В6, 

ретинола, фосфонатов и фосфинатов, тирозина, биосинтезом фенилпропа-

ноидов, монобактамов, пантотенатов и КоА, деградацией РНК. 

Таким образом, введение в рацион кроликов породы советская шин-

шилла комплексной кормовой добавки, включающей штамм бактерии Ba-
cillus subtilis 1-85 и смесь минеральных компонентов кремния, железа, меди, 

способствовало изменению количества врожденных иммунных медиаторов 

в крови. Содержание лизоцима и другие бактерицидные характеристики 

крови, фагоцитарная активность, фагоцитарный индекс, фагоцитарное число 

у кроликов, получавших комплексную кормовую добавку (II опытная 

группа), были выше, чем в I контрольной группе (p  0,05). По результатам 

NGS-секвенирования в опытной группе выявлены более высокие значения 

индексов -биоразнообразия Chao1, Шеннона и Симпсона (p  0,05), чем 

в контрольной. В составе микробиома слепых отростков кишечника кроли-

ков обнаружено 12 филумов царства Bacteria, среди которых доминировали 

представители Firmicutes (80,2±6,2 % в контрольной группе, 78,2±7,4 % в 

опытной группе). В опытной группе увеличилось обилие Verrucomicrobiota, 

Actinobacteriota, Patescibacteria, Proteobacteria, Desulfobacterota и снизилась 

представленность Campilobacterota. У кроликов из опытной группы числен-

ность бактерий рода Bacillus возрастала в 2,82 раза по сравнению с кон-

трольной (p  0,05), что, вероятно, свидетельствует о колонизации химуса 

кишечника штаммом пробиотического микроорганизма, введенного в ра-

цион в составе комплексной кормовой добавки. В кишечнике контрольных 

животных обнаружен вид Staphylococcus sciuri (0,075±0,006 %). У микробного 

сообщества кишечника кроликов мы описали 370 прогнозируемых метабо-

лических путей, по 36 из них наблюдались различия между эксперименталь-

ными группами (p  0,05). В кишечном микробиоме у кроликов из опытной 

группы по сравнению с контролем происходила активация (p  0,05) путей, 

которые относились к деградации ароматических соединений и ксенобио-

тиков, белковому, углеводному, энергетическому обмену, биосинтезу спир-

тов, фотодыханию, ассимиляции формальдегида, деградации мио-, хиро- и 

сцилло-инозитола, синтезу клеточной стенки и спорообразованию. Доми-

нирующее число усиленных потенциальных метаболических путей ассоци-

ировано с деградацией ароматических соединений и ксенобиотиков. Инте-

ресным представляется дальнейшее изучение других аспектов благоприят-

ного воздействия интродуцированного штамма бактерии и комплекса мик-

роэлементов на хозяина, в частности оценка продуктивных показателей и 

разработка технологий введения представленной кормовой добавки в пи-

щеварительный тракт. 
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A b s t r a c t  
 

There is a growing interest in the study of natural multicomponent feed additives to regulate 

gut microbiome composition and improve immune and physiological status of rabbits. In the present 

work, for the first time, it was bioinformatically found that a complex probiotic biological product 

affects the change in the predicted metabolic pathways of the rabbit intestinal microbiome. The aim 

of the work was to study the joint action of a complex containing minerals and a probiotic on physi-

ological status, composition and functional potential of gut microbiome in rabbits. For the study (the 

vivarium of the FGBU VO SPKhFU of the Ministry of Health of Russia, St. Petersburg, 2021), ten 

Soviet chinchilla rabbits of 2.5 months of age (5.37-5.53 kg bw) were allocated to two groups of five 

rabbits each. Control group I received the recommended basal diet (BD, RAAS norms 2003), test 

group II was fed with the BD supplemented with a complex feed additive (30 mg per animal day1) 

consisting of the microelement preparation Silaccess at 5 mg/kg of bodyweigh (LLC TECHNOLOG 

2D, Russia) and the probiotic strain Bacillus subtilis 1-85. On days 30 and 60, the animals were weighed 

before morning feeding, and blood was sampled to evaluate natural resistance parameters (bactericidal 

function, including lysozyme activity, and phagocytic activity of neutrophils). Chyme samples of the 

caecum for microbiome studies aseptically collected at the end of the experiment were immediately 

placed in sterile plastic tubes. Total DNA was isolated using the Genomic DNA Purification Kit 

(Thermo Fisher Scientific, Inc., USA). The bacterial community was assessed by NGS sequencing on 

a MiSeq automated sequencer (Illumina, Inc., USA) using primers to the V3-V4 region of the 

16S rRNA gene which allows us to identify microorganisms to the species level: the forward  primer 5´-

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3´ and the re-

verse primer, 5´-GTCTCCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTAT-

CTAATCC-3´. The reconstruction and prediction of the functional content of the metagenome was 

performed using the PICRUSt2 (v.2.3.0) software package (https://github.com/picrust/picrust2). 

Mathematical and statistical processing was carried out by the multivariate analysis of variance proce-

dure using Microsoft Excel XP/2003, R-Studio (Version 1.1.453) (https://rstudio.com). In group II 

compared to control, the phagocytic index was higher (p  0.05) by 1.8 %, the phagocytic number by 

32.3 % (p  0.05). NGS sequencing revealed the values of the Chao1, Shannon and Simpson biodi-

versity indices to be higher (p  0.05) in group II compared to group I. Taxonomic analysis of caecum 

microbial community disclosed 12 phyla of the kingdom Bacteria among which representatives of the 

phylum Firmicutes dominated (80.2±6.2 % in group I, 78.2±7.4 % in group II). In group II, there was 

a 1.3-2.6-fold increase in the abundance of phyla Verrucomicrobiota, Actinobacteriota, Patescibacteria, 

Proteobacteria, Desulfobacterota and a 4.8-fold decrease in the abundance of the phylum Campylobac-

terota (p  0.05). In the caecum of test rabbits, the genus Bacillus spp. increased 2.82 times compared 

to control (p  0.05). Staphylococcus sciuri was found in group I (0.075±0.006 %) but not in group II. 

Data processing using the PICRUSt2 software tool (v.2.3.0) revealed 370 predictable metabolic path-

ways in the rabbit gut microbial community, 36 of which differed (p  0.05) between the groups. In 

group II, the intestinal microbiome pathways related to the degradation of aromatic compounds and 

xenobiotics, protein, carbohydrate, and energy metabolism, alcohol biosynthesis, photorespiration, as-

similation of formaldehyde, degradation of myo-, chiro- and scillo-inositol, cell wall synthesis and 

spore formation activated compared to group I (p  0.05). The dominant proportion (15 pathways) of 

enhanced potential metabolic pathways was associated with the degradation of aromatic compounds 

and xenobiotics. Thus, a complex dietary additive based on the probiotic strain of Bacillus subtilis 1-

85 and microelements has a multiple positive effect both on gut microorganisms (fewer pathogens, 

metabolic regulation) and on the macroorganism (higher values of immunity parameters, a better 

growth performance of Soviet chinchilla rabbits).  
 

Keywords: probiotic, trace elements, resistance, domestic rabbits, microbiome, NGS, meta-

bolic pathways. 


