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Применение молекулярно-генетических методов анализа для оценкидействия синбиотика «Поултри Стар» на микробиом кишечникацыплят-бройлеров
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• Витамины для повышения производительностиживотных
Витамины важны как для благополучия, так и для
продуктивности животных. Мы работаем в этой сфере уже
более 70 лет и предлагаем самый широкий ассортимент
продукции.

• Премиксы, которые учитывают ваши потребности
Наши премиксы — это индивидуально разработанные смеси
функциональных ингредиентов. Это витамины, минеральные
вещества, аминокислоты, нуклеотиды, нутрицевтики, клетчатка,
растительные и другие компоненты — в одном препарате.

• Каротиноиды для высокого качества продукции
Каротиноиды крайне важны для здоровья и размножения
животных. Кроме того, оптимальные уровни каротиноидов в
рационе — это высокое качество продукции.

ВИТАМИНЫ ИПРЕМИКСЫ
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Ферменты как способ повысить питательный потенциал
Наш портфель кормовых ферментов способствует благополучию
и высокой производительности сельскохозяйственных животных,
повышая пищевую ценность кормов и снижая затраты.

Деактивация микотоксинов
Мы предлагаем научно обоснованные решения для поддержания
здоровья и продуктивности животных.
Эубиотики для оптимального баланса микрофлоры
Наши эубиотики обеспечивают оптимальный баланс
микрофлоры. Это способствует эффективной работе кишечника и
максимальной усвояемости кормов.
Особые питательные вещества
Наш уникальный продукт Hy-D обеспечивает оптимальное
потребление витамина D для укрепления иммунитета, здоровья
костной системы и повышения производительности.

КОРМОВЫЕДОБАВКИ ИФЕРМЕНТЫ+BIOMIN®
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Исследования качества кормового сырья иготового комбикорма.
Лабораторныерешения

• Анализ на содержание 32 микоктосинов методомжидкостной хроматографии с тондемной масс-спектрометрией
• Анализ сырья в ближнем инфракрасном волновом спектре

• Анализ микробиома ЖКТ методом NGS-сиквенирования
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Руководитель исследования Доценткафедры зоогигиены и птицеводстваимени А.К. Даниловой, кандидатсельскохозяйственных наук, доцентМясникова Ольга Вячеславовна

«Молекулярно-биологическиеметоды изучения микробиотыкишечника птицы подвоздействием синбиотика«Поултри Стар»
Коллектив сотрудников компании DSMи сотрудников кафедры зоогигиеныи птицеводства имени А.К. Даниловой

5
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Как микробиом кишечника приносит пользу хозяину?
Участие в перевариваниикомпонентов рационаРасщепление неусваиваемыхкомпонентов корма(клетчатки)

Питание Питание
Биосинтез витаминов(витамины группы В,витамин К), АМК иферментов.Водно-солвой обмен

«Если микробы контролируют мозг, тоони контролируют все».- Джон Ф. Крайан

Выработканейромедиаторовс транквилизирующимдействием

Снижение стресса

Иммунитет
Участие в формировании,развитие и тренировкаиммунокомпетентныхрганов и тканейиммунной системы

Иммунитет
Выработкаанбимикробных в-в (Аб,бактериоцины)

Иммунитет
Защита от повреждения эпителия ипроникновения в кровь микрофлоры,колонизационная резистентность

Качество мяса
Внутримышечноеотложение жира, цветмышечной ткани

Питание
Участие в биосинтезенейромедиаторовдофамина, серотонина.

Орган прямо опосред Физол, Метаб, Поведен, Сигнал

Комменсальные кишечные бактерии

Вторгающиеся бактерии



For Internal Use OnlyОсновные вопросы и методы изучения микробиома
1. Какие микроорганизмы?
2. Их функции?
3. Их взиамодействие?

Методы, зависящиеот культуры

Анализ данных

Выделение ДНК/РНК
Секвенирование нового поколени

Секвенирование

60% 300-1000 99%-40 луна



For Internal Use OnlyСовременные молекулярно-генетические методыисследования микробиома
T-RFLP –определение длинынуклеотидныхфрагментов геновбактерий, архей

NGS – определениенуклеотиднойпоследовательности геновбактерий

RT-PCR –
определение количествануклеотидных фрагментовгенов бактерий, архей,грибов
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• оценивать состояние микробиомаЖКТ в стаде и выявлять заболевания,
протекающих даже в субклинических формах;

• разрабатывать приемы направленной регуляции микробиома кишечного тракта;

• определять эффективность применения регуляторов пищеварительной системы
(различных добавок, фитобиотиков, пробиотиков, кормовых антибиотиков и др.).

Для чего используются современные молекулярно-генетические методы исследования микробиома :
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• Оценить влияние синбиотика «ПоултриСтар» на изменение общего микробногочисла и микробного профиля слепых отростков цыплят-бройлеров.

Здоровый кишечник — здоровое поголовье!
Состав пробиотических бактерий:
Enterococcus faecium (штамм DSM 21913) – не менее 3,0 х 1012 КОЕ/кгBifidobacterium animalis (штамм DSM 16284) – не менее 1,5 х 1012 КОЕ/кгLactobacillus salivarius (штамм DSM 16351) – не менее 5,0 х 1011 КОЕ/кг,
Пребиотик – фруктоолигосахарид (инулин)
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• Контрольный птичник
Корпус №7, 131 840 голов • Опытный птичник

Корпус №6, 166 080 голов
• Стандартный рацион• Срок выращивания 37 суток. • Стандартный рацион + синбиотик«Поултри Стар» (периодскармливания 1-3 недели).• Срок выращивания 37 суток.

Группа 1 Группа 2

Здоровый кишечник — здоровое поголовье!
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Схема исследования

• Эвтаназия (убой) цыплят-бройлеров в концевыращивания.
• Отбор проб содержимого слепых отростков цыплят-бройлеров (1-3 мл) с соблюдением условий асептики,по 8 голов цыплят-бройлеров из каждой группы.
• Определения общего микробного числа методомqPCR-RT.
• Определение микробного профиля слепых отростковцыплят-бройлеров в опытном и контрольномптичниках, методом NGS (Next Generation Sequencing)
• Анализ полученных данных и статистическаяобработка результатов.
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Материалы и методы

• ДНК из химуса для последующей оценки микробиома выделена с использованием набораQIAmp Power Fecal DNA Kit (QIAGEN, Германия) на автоматизированной системе QIAcube(QIAGEN, Германия).
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• Качество выделенной ДНК оценивали методомгоризонтального электрофореза в агарозномгеле с добавлением бромистого этидия.

Материалы и методы

Удовлетворительные образцы:• Образцы в 1, 4 и 6 лункахсоответствуют целевомуфрагменту.
Неудовлетворительные образцы :• 2 лунка – отсутствие ДНК.• 3 лунка – контаминация ДНК.• 5 лунка – ДНК не соответствуетдлине целевого фрагмента.

✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔

✔ ✘ ✘ ✔ ✘✔
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• Постановка qPCR-RT:
Для определения общего микробного числа готовили стоковую реакционную смесь (из расчета наодну пробирку суммарный объем 25 мкл для каждой пробы с учетом ДНК-матрицы) из следующихкомпонентов:

смесь MaximaTM SYBR Green / ROX Mix (2X) – 12,5 мкл, прямой праймер – 0,3 мкМ, обратный праймер – 0,3мкМ, вода без нуклеаз – до 25 мкл с учетом объема ДНК-матрицы (добавили далее) тщательноперемешивали, и заполняли в ПЦР плашки.
При qPCR-RT использовали флуоресцентрый краситель SYBR GREEN (Диаэм, Россия).
Реакцию проводили на амплификаторе LightCycler® 96 System System (Roche, Швейцария).

Материалы и методы

Шаг Температура,
 C

Вре
мя

Количес
тво

циклов
Предынкубация 95 180 с 1
Денатурация 95 13 с

40Отжиг праймеров 57 13 с
Элонгация 72 30 с
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• Определение микробного профиля слепых отростков цыплят-бройлеров в опытном и контрольном
птичниках, методом NGS (Next Generation Sequencing)

Пробоподготовка:
o создание библиотеки с использованием набора Ion 16 Metagenomics Kit (Thermo Fisher Scientific, США),
o прикрепление к геномной библиотеке адаптеров и баркодов,
o эмульсионная ПЦР и обогащение частиц при помощи набора Ion 520™ Chip& Ion 530™ Kit-OT2 (ThermoFisher Scientific, США).
o Секвенирование происходило на приборе Ion GeneStudio S5 System (Thermo Fisher Scientific, США). Общеечисло прочтений при анализе – 4 млн. по 300-400 п.н.
o Принадлежность бактерий к определенной таксономической
группе определено с использованием сетевого программного продукта Ion Reporterhttps://ionreporter.thermofisher.сom/ir/.

Материалы и методы

https://ionreporter.thermofisher.сom/ir/
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Результаты исследования

17
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Общее микробное число бактерий в содержимом слепых отростковцыплят-бройлеров (КОЕ/г)
Результаты исследования общего микробного числа содержимого слепых отростков у цыплят-бройлеров в контрольном и опытном птичниках, полученные методом qPCR-RT.

Показатели Контроль Опыт
X  m 5,45±0,37 × 108 5,57±0,56 × 108
Min 2,65 × 108 2,80 × 108
Max 9,07 × 108 10,21 × 108

Общее микробное число слепых отростков у птицы в опытном и контрольном птичникахстатистически не отличалось.



For Internal Use OnlyРезультаты исследования состава микробиоты слепых отростковптицы, методом NGS секвенирования.
Таксоны Доля от общего микробного числа, % Разница опыт к контролюКонтроль Опыт

Филум Actinobacteria, в т. ч.: 0,41±0,26 0,56±0,25* +0,15
род Bifidobacteriales 0,33±0,28 0,46±0,25 +0,12

Филум Bacteroidetes 24,53±5,92 28,74±6,32 +4,21
Филум Chloroflexi 0,18±0,06 0,11±0,05 -0,07
Филум Deferribacteres 0,21±0,15 0,04±0,04 -0,16
Филум Elusimicrobia 0,01±0,00 0,01±0,00 0,0
Филум Firmicutes, в т.ч.: 51,36±7,50 49,15±4,62 -2,21

род Lactobacillales 4,52±1,37 8,82±1,26* +4,30
род Clostridiales, в т.ч.: 42,03±6,84 36,24±5,92 -5,79
сем. Ruminococcaceae 15,96±3,57 15,27±3,26 -0,69
род Selenomonadales 0,94±0,25 0,57±0,26 -0,37Филум Fusobacteria 1,20±0,48 1,17±0, 68 -0,03

Филум Lentisphaerae 0,02±0,01 0,02±0,01 0,0
Филум Proteobacteria, в т.ч.: 19,64±1,88 19,80±2,58 +0,16

сем Enterobacteriacea 0,00±0,00 0,00±0,00 0Филум Spirochaetes 1,79±0,76 0,13±0,11* -1,66
Филум Synergistetes 0,12±0,05 0,05±0,02 -0,07
Филум Tenericutes, в т.ч.: 0,41±0,23 0,16±0,06* -0,26

сем. Mycoplasmataceae 0,01±0,00 0,08±0,04 +0,07
Филум Verrucomicrobia 0,09±0,04 0,06±0,03 -0,03

Примечание: *-различия достоверны при p <0,05.
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Содержание микроорганизмов родаLactobacillales и филума Spirochaetes в пробах

Доля микроорганизмов рода Lactobacillales увеличилось в опытной группе на 4,3%, а долямикроорганизмов филума Spirochetes снизилась на 1,66%.
Спиро пат – Лакто анта



For Internal Use Only

Содержание микроорганизмов филумаBacteroidetes и Firmicutes в пробах

24.53%

51.36%

28.74%

49.15%

Bacteroidetes Firmicutes
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Доля микроорганизмов филума Bacteroidetes увеличилось на 4,21%, а микроорганизмовфилума Firmicutes уменьшилось на 2,21%, по сравнению с контрольной группой.
Роль пищевар. Целл и НПС - Clostr
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Содержание микроорганизмоврода Bifidobacterialesфилума Actinobacteriаs в пробах

Содержание бактерий филума Actinobacteriа в процентном содержании увеличились на 0,15%.

0.41%
0.56%
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Actinobacteriаs Контроль Опыт

Не Б% Антимикрб - Bifido
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Сумма полезных микроорганизмов,
расщепляющих леллюлозу,
некрахмалистые полисахариды кормов

76,30 78,45 +2,15
Сумма условно-патогенных и патогенных
микроорганизмов, среди которых могут
встречаться возбудители инфекционных
заболеваний

2,42 0,48* -1,94

Сравнение микробного профиля слепыхотростков цыплят-бройлеров в опытном иконтрольном птичниках.
Таксоны Доля от общего микробного числа, % Разница опыт к

контролюКонтроль Опыт

Примечание: *-различия достоверны при p <0,05.



For Internal Use OnlyСтрессы в птицеводстве
• Кормовые– Микотоксины– Окисленный жир– Дисбаланс витаминов и минералов– Дисбаланс по незаменимым аминокислотам– Низкое качество воды– Применение кокцидиостатиков и другихветеринарных препаратов• Средовые– Отклонения от оптимальной температуры– Нарушение вентиляции и повышенное содержание аммиака• Технологические– Посадка– Прореживание– Выдержка без воды при вакцинации– Световая программа• Внутренние– Инфекции (вирусные и бактериальные)– Вакцинации– Незаразные заболевания

3Факторы, приводящие к нарушению балансамикрофлоры кишечника цыплят-бройлеров:

Полезнаямикрофлора
Условно-патогеннаямикрофлора



For Internal Use OnlyПрофилактика дисбиозов различной этиологии вптицеводстве.

Здоровый кишечник — здоровое поголовье!

Поддержка микробиома
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Заключение
Становится понятным, что заимодействия микробиома кишечника и метаболическихпроцессов организма хозяина определяют состояние здоровья и продуктивностисельскохозяйственных животных и птицы.

Выбирая препарат для применеия в хозяйстве опирайтесь на научно-доказанные данные ипередовые исследования.

Появление новых молекулярно-биологических методик позволяет достоверно определятьэффективность применения регуляторов пищеварительной системы и микробиома(пробиотиков, фитобиотиков, кормовых антибиотиков и др.).

Здоровый кишечник — здоровое поголовье!
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Павел Шкарлат к.б.н.
+7 915 370 07 25Pavel.Shkarlat@dsm.com


