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Abstract. Immunodeficiency states in poultry are accompanied by intestinal 
dysbiosis, reduced productivity and high susceptibility to infections. This study 
examined the effect of species-specific interferon and three probiotic strains 
(Lactobacillus johnsonii, Pediococcus acidilactici, Ligilactobacillus salivarius) added 
to the feed on the taxonomic composition of the gut microbiota in broiler chickens 
with cyclophosphamide-induced immunodeficiency. Real-time PCR was used to assess 
the relative abundance of the phyla Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Firmicutes and 
Actinobacteria, and of the classes Beta-, Gamma- and Epsilonproteobacteria. All three 
probiotics were found to significantly increase the proportion of Bacteroidetes and to 
reduce the abundance of Firmicutes. The most pronounced positive effect was shown 
by L. salivarius: an increase in Verrucomicrobia and Actinobacteria. Administration of 
interferon caused a sharp increase in Gammaproteobacteria, indicating a potential 
risk of inflammatory reactions. Probiotics, and L. salivarius in particular, effectively 
correct the microbiota under immunodeficiency and may be considered promising 
agents for enhancing the resistance of poultry.

Key words: immunodeficiency, interferon, probiotics, microbiota, broiler chickens, 
Lactobacillus, real time PCR, bacterial phyla.
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Резюме. Иммунодефицитные состояния у сельскохозяйственной птицы со-
провождаются дисбиозом кишечника, снижением продуктивности и высокой 
восприимчивостью к инфекциям. В работе изучено влияние видоспецифич-
ного интерферона и трех пробиотических штаммов (Lactobacillus johnsonii, 
Pediococcus acidilactici, Ligilactobacillus salivarius), на таксономический состав 
микробиоты кишечника цыплят-бройлеров с циклофосфамид-индуцирован-
ным иммунодефицитом. Методом ПЦР в реальном времени оценивали от-
носительное содержание филумов Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Firmicutes, 
Actinobacteria, классов Beta, Gamma и Epsilonproteobacteria. Установлено, что 
все три пробиотика достоверно увеличивали долю Bacteroidetes и снижали 
содержание Firmicutes. Наиболее выраженный положительный эффект показал
L. salivarius: рост Verrucomicrobia и Actinobacteria. Введение интерферона вы-
зывало резкое увеличение Gammaproteobacteria, что указывает на потенци-
альный риск воспалительных реакций. Кормовые пробиотические добавки, 
особенно L. salivarius, эффективно корректируют микробиоту при иммуно-
дефиците и могут рассматриваться как перспективные средства для повы-
шения резистентности птицы.

Ключевые слова: иммунодефицит, интерферон, пробиотики, микробиота, 
цыплята-бройлеры, Lactobacillus, ПЦР-РВ, филумы бактерий.
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ВВЕДЕНИЕ
Интенсивное птицеводство сопровождается комплексом стресс-факторов, 

приводящих к развитию вторичных иммунодефицитов, которые вызывают 
снижение продуктивности, увеличение падежа и приводят к росту затрат на 
ветеринарные мероприятия [1]. Ключевую роль в поддержании гомеостаза и 
иммунной защиты играет кишечная микробиота. Дисбиоз, вызванный имму-
носупрессией, способствует колонизации условно-патогенными бактериями и 
снижению конверсии корма [2].

В последние годы активно изучаются возможности коррекции микробио-
ты с помощью пробиотиков и иммуномодуляторов. Пробиотические штаммы 
Lactobacillus и Pediococcus способны конкурировать с патогенами, укреплять 
кишечный барьер, а также модулировать врожденный и адаптивный иммунитет 
[3–5]. Видоспецифичные интерфероны, в свою очередь, активируют противо-
вирусные и иммунорегуляторные пути, однако их влияние на структуру микро-
биоты остается недостаточно изученным [6, 7].

Микробиота кишечника кур на уровне филумов представлена преимуще-
ственно Firmicutes и Bacteroidetes, тогда как Proteobacteria, Actinobacteria и 
Verrucomicrobia составляют минорные, но функционально значимые группы [8].
Соотношение Firmicutes/Bacteroidetes рассматривается как интегральный 
показатель состояния микробного сообщества и связано с эффективностью 
использования питательных веществ [9]. Экспансия Proteobacteria, напротив, 
признана универсальным маркером дисбиоза и предшествует развитию воспа-
лительных реакций в слизистой оболочке [10], а представители Verrucomicrobia, 
прежде всего Akkermansia muciniphila, участвуют в регуляции муцинового слоя 
и целостности эпителиального барьера [11]. Именно поэтому количественная 
оценка отдельных присутствующих филумов остается информативным и вос-
производимым подходом для сравнения эффектов кормовых добавок.

Цель настоящей работы заключалась в изучении изменений таксономиче-
ского состава микробиоты кишечника цыплят-бройлеров на уровне филумов 
бактерий с экспериментальным иммунодефицитом под действием интерферо-
на и трех пробиотических бактерий, добавленных в корм, с использованием 
молекулярно-генетических методов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектом исследования служили цыплята-бройлеры в возрасте 14 суток, 

содержавшиеся в стандартных условиях при температуре 25 °С, 12 часовом 
световом дне и относительной влажности воздуха не менее 40%. Для ин-
дукции иммунодефицита птицам внутримышечно вводили циклофосфамид 
в концентрации 20 мг/мл в объеме 500 мкл в течение первых трех суток 
эксперимента. Бройлеры были разделены на шесть групп (контроль, цикло-
фосфамид, циклофосфамид + интерферон, циклофосфамид + Lactobacillus 
johnsonii, циклофосфамид + Pediococcus acidilactici, циклофосфамид + 
Ligilactobacillus salivarius). Контрольная группа получала обычный корм без 
инъекций; группа циклофосфамида служила моделью иммуносупрессии без 
коррекции; группе с интерфероном с 4-х по 14-е сутки ежедневно вводили 
видоспецифичный интерферон; три пробиотические группы на фоне той же 
схемы циклофосфамида получали с кормом соответствующие бактерии в 
концентрации 108 КОЕ/г корма. Пробиотики вносили в виде суспензии по 
60 мл на клетку, тщательно перемешивали с кормом в течение 2–3 минут и 
выдерживали 5 минут для равномерной пропитки, при этом все группы еже-
дневно получали свежую порцию корма из расчета 100 г на одного цыпленка. 
На 14-е сутки у птиц отбирали содержимое тощей кишки, из которого вы-
деляли тотальную ДНК с использованием коммерческого набора реагентов 
«ПРОБА-ГС» (ДНК-технология, Россия) согласно протоколу производителя, 
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включающему лизис, сорбционную очистку и элюцию. 
Количественную полимеразную цепную реакцию в ре-
альном времени проводили на приборе Bio Rad CFX 96 
(Bio Rad, США) с использованием реакционной смеси, 
содержащей 5X qPCRmix HS SYBR (Евроген, Россия), 
прямые и обратные праймеры и ДНК. Амплификацию 
выполняли по следующему протоколу: начальная дена-
турация при 95°С в течение 5 минут, затем 38 циклов, 
включающих денатурацию при 95°С — 20 с, отжиг прай-
меров при 56°С — 30 с и элонгацию при 72°С — 30 с. Для 
оценки относительного содержания основных филумов 
и классов бактерий (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobac-
teria, Verrucomicrobia, Saccharibacteria, Deferribacteres, 
Tenericutes, Betaproteobacteria, Epsilonproteobacteria и 
Gammaproteobacteria) использовали праймеры, описан-
ные в работе Yun Wen Yang и соавт. (2015) [12]. Статисти-
ческая обработка данных осуществлялась с помощью 
программного обеспечения STATISTICA 12 (StatSoft Inc., 
США). Полученные результаты были представлены как 
среднее значение ± стандартное отклонение. Дисперси-
онный анализ (ANOVA) выполняли с пост-тестом Тьюки, 
рассматривающим p < 0,05 как статистически значимое.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В группе L. salivarius было отмечено статистически зна-

чимое увеличение филума Verrucomicrobia в 29,0 раз по 
сравнению с группой циклофосфамида (рис. 1).

В группе L. salivarius отмечено статистически значимое 
увеличение филума Verrucomicrobia в 29,0 раз по срав-
нению с группой циклофосфамида (рис. 1). Поскольку 
Verrucomicrobia включает род Akkermansia — ключево-
го продуцента муцина и регулятора слизистого барьера, 
данный результат свидетельствует о выраженном положи-
тельном эффекте этого пробиотика на защитные свойства 
кишечника [13, 14]. Кроме того, Lactobacillus salivarius 
обеспечивал рост филума Actinobacteria в 5,2 раза.

Все три пробиотика вызывали рост филума Bacteroidetes: 
в 22,1 (L. johnsonii), 38,3 (P. acidilactici) и 32,4 раза
(L. salivarius) (рис. 2). Бактерии этого филума участвуют в 
ферментации сложных углеводов и продукции коротко-
цепочечных жирных кислот, что улучшает энергообеспе-
чение энтероцитов и иммуномодуляцию [15, 16].

Содержание Firmicutes — доминирующего филума
в норме — снижалось под действием всех пробиотиков:
в 2,1; 5,5 и 3,2 раза соответственно (рис. 3).

Это может быть расценено как положительный сдвиг, по-
скольку избыток Firmicutes ассоциирован с нарушениями 
обмена и повышенным риском ожирения [17,18].

Интерферон, напротив, вызвал резкое увеличение класса 
Gammaproteobacteria (в 26,0 раз, рис. 4).

Гамма-протеобактерии включают многие условно-па-
тогенные энтеробактерии и их чрезмерный рост обычно 
связан с воспалительными процессами в кишечнике. Таким 
образом, интерферон, несмотря на иммуностимулирую-
щие свойства, может оказывать неблагоприятное влияние 
на баланс кишечной микробиоты [19].

Проведенное молекулярно-генетическое исследование 
показало, что введение пробиотических штаммов Lactobacil-
lus johnsonii, Pediococcus acidilactici и Ligilactobacillus sali-
varius цыплятам-бройлерам с циклофосфамид-индуциро-
ванным иммунодефицитом сопровождается статистически 
значимой перестройкой таксономического состава кишеч-
ной микробиоты, характеризующейся увеличением относи-
тельного содержания бактерий филума Bacteroidetes и сни-
жением численности филума Firmicutes. Это свидетельствует 
о формировании метаболически благоприятного профиля, 
ассоциированного с улучшением ферментации углеводов и 
снижением риска метаболических расстройств. 

Наиболее выраженный положительный эффект зафик-
сирован для пробиотика L. salivarius, который обеспе-
чивал рост филума Verrucomicrobia в 29,0 раза, филума 
Actinobacteria — в 5,2 раза, что указывает на укрепление 

К — Контроль; ЦФМ — Циклофосфамид;
ЦФМ + ИНТ — Циклофосфамид + Интерферон; 

ЦФМ + LJ — Циклофосфамид + Lactobacillus johnsonii;
ЦФМ + PA — Циклофосфамид + Pediococcus acidilactici;

ЦФМ + LS — Циклофосфамид + Ligilactobacillus salivarius
* — различия статистически достоверны относительно группы циклофосфамид
       (p < 0,05)

Рис. 1. Относительное количество бактерий филума 
Verrucomicrobia, %

К — Контроль; ЦФМ — Циклофосфамид;
ЦФМ + ИНТ — Циклофосфамид + Интерферон; 

ЦФМ + LJ — Циклофосфамид + Lactobacillus johnsonii;
ЦФМ + PA — Циклофосфамид + Pediococcus acidilactici;

ЦФМ + LS — Циклофосфамид + Ligilactobacillus salivarius
* — различия статистически достоверны относительно группы циклофосфамид
       (p < 0,01)

Рис. 2. Относительное количество бактерий филума 
Bacteroidetes, %
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слизистого барьера и повышение колонизационной рези-
стентности. В отличие от пробиотиков, применение видо-
специфичного интерферона вызывало резкий дисбаланс 
микробиоты, выражающийся в увеличении численности 
класса Gammaproteobacteria в 26,0 раз, что связано с по-
вышенным риском воспалительных процессов и рассматри-
вается как нежелательный эффект данного иммуномодуля-
тора. Кроме того, все три пробиотика достоверно снижали 
относительное содержание класса Betaproteobacteria, что 
свидетельствует об их способности уменьшать пул потен-
циально патогенных микроорганизмов. 

Таким образом, совокупность полученных данных позво-
ляет заключить, что пробиотическая бактерия L. salivarius 
демонстрирует наиболее высокую эффективность в кор-
рекции микробиоты при экспериментальном иммуноде-
фиците.

В целом, пробиотики, особенно L. salivarius, могут 
рассматриваться в качестве перспективных средств по-
вышения резистентности птицы при иммунодефицитных 
состояниях, тогда как интерферон в использованной схе-
ме не рекомендуется для коррекции микробиоты из-за 
провокации дисбиотических сдвигов.
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К — Контроль; ЦФМ — Циклофосфамид;
ЦФМ + ИНТ — Циклофосфамид + Интерферон; 

ЦФМ + LJ — Циклофосфамид + Lactobacillus johnsonii;
ЦФМ + PA — Циклофосфамид + Pediococcus acidilactici;

ЦФМ + LS — Циклофосфамид + Ligilactobacillus salivarius
* — различия статистически достоверны относительно группы циклофосфамид
       (p < 0,05)

Рис. 4. Относительное количество бактерий класса 
Gammaproteobacteria филума Proteobacteria, %

К — Контроль; ЦФМ — Циклофосфамид;
ЦФМ + ИНТ — Циклофосфамид + Интерферон; 

ЦФМ + LJ — Циклофосфамид + Lactobacillus johnsonii;
ЦФМ + PA — Циклофосфамид + Pediococcus acidilactici;

ЦФМ + LS — Циклофосфамид + Ligilactobacillus salivarius
* — различия статистически достоверны относительно группы циклофосфамид
       (p < 0,05)

Рис. 3. Относительное количество бактерий филума 
Firmicutes, %


