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ВЛИЯНИЕ ПРОБИОТИКОВ НА МИКРОБИОМ РУБЦА ЛАКТИРУЮЩИХ КОРОВ

Аннотация. Подобраны методы выделения метагеномной ДНК из рубцовой жидкости молочных коров, позволя-
ющие получить препараты нуклеиновых кислот высокой чистоты без ингибиторов ПЦР. Определены доминирующие 
таксоны микробиома рубца молочных коров, подобраны праймеры и температурно-временные параметры для их вы-
явления методом ПЦР. Показана целесообразность использования кормовых добавок «Споробакт-К» на основе бак-
терий рода Bacillus и «Румибакт» на основе пропионовокислых бактерий для контроля условно-патогенной микро-
биоты, улучшения рубцового пищеварения и снижения риска развития ацидоза у лактирующих коров. 
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EFFECT OF PROBIOTICS ON THE RUMEN MICROBIOME OF LACTATING COWS

Abstract. Methods for isolating metagenomic DNA from the rumen fluid of dairy cows have been selected and have made 
it possible to obtain high-purity nucleic acid preparations without PCR inhibitors. The probiotic potential of feed additives 
“Sporobact-K” and “Rumibact” based on spore-forming bacteria of the genus Bacillus and the propionic acid bacteria of the genus 
Propionibacterium were assessed. The feasibility of their use to increase resistance to opportunistic microbiota, improve 
ruminal digestion and control acidosis in cows was shown. The dominant taxa of the rumen microbiome of dairy cows were 
determined, and the primers and temperature-time parameters were selected for their detection by PCR. The feasibility of using 
feed additives “Sporobact-K”, based on bacteria of the genus Bacillus and “Rumibact”, based on propionic acid bacteria 
to control opportunistic microbiota, improve scar digestion and reduce the risk of acidosis in lactating cows is shown.
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Введение. Микроорганизмы рубца определяют состояние здоровья и молочную продуктив-
ность животных, поскольку являются источником ферментов, необходимых для расщепления 
растительных кормов, синтезируют антимикробные соединения, летучие жирные кислоты и ви-
тамины, поддерживают иммунитет, нейтрализуют токсины. В норме микробные популяции 
рубца действуют слаженно, их соотношение оптимально. При снижении резистентности орга-
низма размножение патогенной микробиоты в рубце становится причиной развития заболева-
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ний крупного рогатого скота, снижения его продуктивности, сокращения срока хозяйственного 
использования, а также ухудшения качества молока. 

Эффективным экологически безопасным решением указанных проблем является введение 
в рацион животных пробиотических кормовых добавок, обеспечивающих восстановление нормо-
биоты ЖКТ, улучшение ферментной и иммунной систем животных. В отличие от антибиотиков, 
механизм действия пробиотиков направлен не на уничтожение патогенных микроорганизмов, 
а на заселение кишечника конкурентоспособными штаммами бактерий, способными осущест-
влять контроль содержания условно-патогенной микробиоты и сдерживать проявление факто-
ров патогенности у ее представителей [1‒4]. 

В силу того, что значительная часть микроорганизмов рубца представлена видами, нежизне-
способными при культивировании на искусственных питательных средах, однако активными 
в процессах рубцовой ферментации, для их выявления следует применять методы молекулярно-
генетической идентификации. Так, использование ПЦР в реальном времени расширяет возмож-
ности изучения микробиоты рубца лактирующих коров и позволяет оценить влияние на ее состав 
пробиотических кормовых добавок с различным механизмом действия. Это обусловливает клю-
чевую роль указанных молекулярно-генетических методов исследования при разработке страте-
гий коррекции дисфункций рубца коров.

Цель работы ‒ исследование состава микробиома рубца лактирующих коров до и после при-
менения пробиотических кормовых добавок. 

Объекты и методы исследования. Для выделения метагеномной ДНК из рубцовой жидко-
сти молочных коров, предоставленных РУП «НПЦ НАН Беларуси по животноводству», исполь-
зовали оптимизированную методику, которая позволяет получать образцы с оптимальной чис-
тотой и концентрацией ДНК [5]. 

Концентрацию ДНК в выделенных образцах определяли с помощью флуориметра Quantus 
(Promega, США) и наноспектрофотометра NanoDrop P330 (Implen, Германия). Чистоту выделенной 
ДНК оценивали по показателям А260/280 и А260/230. Проверку пригодности выделенных образ-
цов ДНК для молекулярно-генетических исследований выполняли с помощью ПЦР с универсаль-
ными эубактериальными праймерами 8f (5′-agagtttgatcctggctcag-3′) и 1492r (5′-ggttaccttgttacgactt-3′). 
Реакционная смесь объемом 20 мкл содержала: 2× ПЦР Master Mix («Артбиотех», РБ) – 10 мкл, 
праймер 8f – 1 мкл (4 мМ), праймер 1492f – 1 мкл (4 мМ), ДНК-матрицу – 2 мкл, Н2О ‒ до 20 мкл. 
Программа амплификации: 95 ºС – 3 мин (1 цикл); 95 ºС – 20 с, 55 ºС – 20 с, 72 ºС – 1 мин 30 с 
(34 цикла); 72 ºС – 5 мин (1 цикл); охлаждение до +4 ºС. В качестве положительных контролей 
использовали ДНК грамположительных (Clavibacter michiganensis БИМ В-1593) и грамотрица-
тельных (Pectobacterium carotovorum БИМ В-88) бактерий. Отрицательным контролем служил 
образец, не содержащий ДНК.

Продукты ПЦР анализировали методом электрофореза в 1%-м агарозном геле с использо- 
ванием 1×трис-ацетатного буфера при напряженности электрического поля 5 В/см. Для визуа- 
лизации ДНК окрашивали раствором бромистого этидия (0,05 мкг/мл). В качестве стандарта 
для определения размера продуктов ПЦР использовали маркер молекулярной массы ДНК GeneRuler 
DNA Ladder 1 Kb Plus (Thermo Scientific, США). Анализ продуктов ПЦР и расчет длин фрагмен-
тов ДНК осуществляли с помощью системы документирования гелей и программного обеспече-
ния Bio-Rad ChemiDoc MP (США). 

Подбор праймеров для идентификации и количественного определения основных групп микро-
организмов – представителей симбиотической микробиоты рубца жвачных животных ‒ осущест-
вляли на основании данных научной литературы [6‒10]. Для проверки специфичности прайме-
ров, их модификации (в случае необходимости), расчета температуры отжига использовали 
онлайн-ресурсы Primer-Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), Primer3 (https://www. 
bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), OligoCalc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/ 
OligoCalc.html).

ПЦР-РВ проводили с помощью амплификатора CFX96 Touch (BioRad, США), используя по-
добранные для каждой пары праймеров температурно-временные параметры. Реакционная смесь 
содержала 2× ПЦР Master Mix («Артбиотех», РБ), прямой и обратный праймеры (по 4 мМ каждого),  
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флуоресцентный краситель ZubrGreen («Праймтех», РБ), ДНК-матрицу, деионизированную воду.  
В качестве отрицательного контроля при проведении ПЦР использовали образец, не содержа-
щий ДНК.

Для контроля ацидозов коров использовали кормовые добавки «Споробакт-К», с. п. на основе 
спорообразующих бактерий Bacillus velezensis БИМ В-497 и Bacillus velezensis БИМ В-713, а также 
«Румибакт», с. п. на основе пропионовокислых бактерий Propionibacterium shermanii АR16 
и Propionibacterium shermanii R15. 

В качестве тест-объектов для изучения антагонистической активности исследуемых культур 
использовали штаммы условно-патогенных бактерий Escherichia coli 39A, E. coli K3, Staphylococcus 
aureus 107В, Proteus vulgaris из коллекции РУП «Институт экспериментальной ветеринарии 
им. С. Н. Вышелесского».

Антагонистическую активность спорообразующих бактерий определяли методом лунок 
по диаметру зон задержки и/или отсутствия роста тест-культур патогенов [11]. 

Определение активности эндо-1,4-ß-глюканазы (целлюлазы) проводили спектрофотометри-
чески с использованием хромогенного субстрата Azo-CM-Cellulose согласно протоколу к набору 
реагентов Megazyme (Ирландия). Единицы активности рассчитывали по формуле

A = (412,5B – 6,0) ∙ 6,6/1 000, 

где A – активность, ед. акт/мл (микромоль глюкозидных связей субстрата, гидролизуемых за 1 мин, 
в расчете на 1 мл жидкого препарата); B – оптическая плотность при 590 нм.

Определение активности эндо-1,4-ß-ксиланазы проводили спектрофотометрически с исполь-
зованием хромогенного субстрата 4-O-Метил-D-глюкороно-D-ксилана, согласно методике Sigma-
Aldrich (Германия). Единицы активности рассчитывали по приведенной выше формуле.

Уровень α-амилазы определяли спектрофотометрически с использованием хромогенного 
субстрата Red-Starch согласно методике, предложенной Megazyme (Ирландия). Единицы актив-
ности рассчитывали по формуле

A = (203B + 5) ∙ 2/1 000,

где A – активность, ед. акт/мл (микромоль гликозидных связей субстрата, гидролизуемых за 1 мин, 
в расчете на 1 мл жидкого препарата); B – оптическая плотность при 510 нм.

Активность ферментов α-галактозидазы, β-галактозидазы и β-глюкозидазы оценивали колори-
метрически по количеству освободившегося о-нитрофенола из о-нитрофенил-β-D-галактопиранозида, 
4-нитрофенил-α-D-галактопиранозида и 2-нитрофенил-β-D-глюкопиранозида. Единицы актив-
ности ферментов рассчитывали по следующей формуле: 

А = 1 000OD/VT,

где OD – измеренные значения оптической плотности для реакционной смеси (при 420 нм 
для β-галактозидазы и 405 нм для α-галактозидазы и β-глюкозидазы); T – время реакции, мин; 
V – объем пробы культуры, взятой для определения, мл.

Для выделения целевых групп бактерий из рубца асептически отбирали 1,0 мл рубцовой жид-
кости, делали ряд 10-кратных разведений в физиологическом растворе (0,8 % NaCl), по 100 мкл 
из 10‒4–10‒6 разведения высевали на питательные среды для культивирования факультативно 
и облигатно анаэробных бактерий: тиогликолиевую среду (Condalab, Испания), колумбийский 
агар (Condalab, Испания), среду для выделения бактерий рода Clostridium (Condalab, Испания). 
Посевы инкубировали при 37 °С в течение 48‒72 ч. После этого отбирали морфологически отли-
чающиеся колонии и пересевали их до получения монокультур.

Результаты и их обсуждение. Одним из важнейших этапов исследования структуры микро-
биома рубца является выделение метагеномной ДНК. Варьируя параметры экстракции нуклеи-
новых кислот, можно получить различные результаты, работая даже с одним образцом биомате-
риала. Это связано с различной эффективностью лизиса клеток грамположительных и грам- 
отрицательных бактерий, а также с присутствием в рубцовой жидкости большого количества 
ингибиторов ферментативных реакций. В связи с изложенным выше проводилась оптимизация 
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метода выделения ДНК из рубцовой жидкости для последующего определения состава микро-
биома рубца методом ПЦР в реальном времени. Оптимизацию метода выделения метагеномной 
ДНК из рубцовой жидкости молочных коров проводили путем сравнительного анализа пяти про-
токолов, различающихся стадией разрушения бактериальных клеток (использование стеклянных 
шариков, детергентов) и подходом к выделению ДНК (методы ЦТАБ/ДСН, модифицированный 
фено-хлороформный метод, коммерческий набор «Нуклеосорб С»).

Установлено, что максимальная концентрация ДНК детектировалась в образцах, выделенных 
с помощью методики [5], предусматривающей предварительное осаждение бактериальных клеток 
из рубцовой жидкости центрифугированием, их разрушение с помощью стерильных стеклян-
ных шариков и последующую экстракцию ДНК фенол-хлороформным методом. Применение 
этой же методики позволило получить «чистые» препараты ДНК по показателям соотношений 
260/280 и 260/230 нм, что в совокупности определило ее выбор для дальнейших исследований. 

На основании литературных данных [6‒10, 12‒15] определены таксоны микроорганизмов, 
доминирующие в рубце лактирующих коров – бактерии отделов Bacteroidota (син. Bacteroidetes), 
Bacillota (Firmicutes), Pseudomonadota (классы Betaproteobacteria и Gammaproteobacteria), Spiro-
chaetota (Spirochaetes), Actinomycetota (Actinobacteria), Fusobacteriota (Fusobacteria), Verrucomicro-
biota (Verrucomicrobia), а также археи отдела Methanobacteriota (Euryarchaeota). Проведен подбор 
праймеров (табл. 1) к основным таксонам рубца жвачных животных, осуществлена проверка их спе-
цифичности с помощью тестирования in silico, а также определены температурно-временные па-
раметры ПЦР в режиме реального времени для анализа доминирующей микробиоты рубца коров.

Т а б л и ц а  1.  Перечень праймеров для выявления и количественного анализа основных таксонов 
микроорганизмов в рубце лактирующих коров

T a b l e  1.  List of primers for identification and quantitative analysis of the main taxa of microorganisms 
in the rumen of lactating cows

Целевой таксон Генетический 
локус Название праймера Нуклеотидная 

последовательность, 5′→3′ Источник 

Отдел Bacteroidota 
(Bacteroidetes)

16S рРНК Bac960F gtttaattcgatgatacgcgag Yang с соавт., 2015
Bac1100R ttaagccgacacctcacgg

Отдел Bacillota 
(Firmicutes)

16S рРНК 928F-Firm tgaaactcaaaggaattgacg Bacchetti De Gregoris с соавт., 
20111040Firm-r accatgcaccacctgtc

Отдел Pseudomonadota 
(Beta- и Gamma-
Proteobacteria)

23S рРНК PhylProt-F gtataatgggtcagcgac Hermann-Bank с соавт., 2013
PhylProt-R cagcattcgcacttctga

16S рРНК Beta979F aacgcgaaaaaccttacctacc Yang с соавт., 2015
Beta1130R tgccctttcgtagcaactagtg

Отдел Spirochaetota 
(Spirochaetes)

16S рРНК PhylSpir-F gtcttaagcatgcaagtc Hermann-Bank с соавт., 2013
PhylSpir-F tgctgcctcccgtaggag

Отдел Actinomycetota 
(Actinobacteria)

16S рРНК ACT235f cgcggcctatcagcttgttg Stach с соавт., 2003
ACT878r ccgtactccccaggcgggg

Отдел Fusobacteriota 
(Fusobacteria)

16S рРНК PhylFus-F gatccagcaattctgtgtgc Hermann-Bank с соавт., 2013
PhylFus-R cgaatttcacctctacacttgt

Отдел Verrucomicrobiota 
(Verrucomicrobia)

16S рРНК PhylVer-F gaattctcggtgtagca Hermann-Bank с соавт., 2013
PhylVer-R ggcattgtagtacgtgtgca

Отдел Methanobacteriota 
(Euryarchaeota)

16S рРНК gMethano-brevibac-F cgcctaaggatgggtctgcg Kurina с соавт., 2020
gMethano-brevibac-R cttgcccagctcttattccaaaagc

В качестве референсных штаммов для тестирования специфичности праймеров выбраны 
штаммы бактерий Flavobacterium sp. БИМ В-1313, Chryseobacterium oncorhynchi БИМ В-1307 Г – 
представители отдела Bacteroidota; Bifidobacterium longum БИМ В-390, Micrococcus luteus БИМ 
В-1096 Г, Rhodococcus ruber БИМ В-1181 Г (отдел Actinomycetota); Acinetobacter calcoaceticus 
БИМ В-1683, Escherichia coli БИМ В-379, Klebsiella oxytoca БИМ В-812 Г, Pseudomonas aeruginosa 
БИМ В-807 Г (отдел Pseudomonadota) из фонда Белорусской коллекции непатогенных микроор-
ганизмов, а также бактерии Lactobacillus paracasei CL4, Pediococcus acidilactici CL2.2, Bacillus 
licheniformis CL2.1, Staphylococcus epidermidis К2-2 (отдел Bacillota), выделенные из рубца коров.
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С целью идентификации основных видов физиологически значимых групп микроорганиз-
мов, колонизирующих рубец молочных коров, и получения референсных штаммов для последу-
ющих молекулярно-генетических исследований методом накопительного культивирования на се-
лективных средах выделено 9 штаммов бактерий лактатутилизирующих и целлюлолитических 
бактерий. Изучены их морфологические и культуральные свойства, методом MALDI-TOF масс-
спектрометрического анализа белковых профилей определена видовая принадлежность. На осно-
вании полученных данных три штамма отнесено к виду Bacillus licheniformis, остальные – 
к видам Pediococcus acidilactici, Lacticaseibacillus paracasei, Lentilactobacillus kefiri, Streptococcus 
equinus, Escherichia coli (табл. 2).

Т а б л и ц а  2.  Видовая принадлежность микроорганизмов – представителей физиологически значимых 
групп микробиоты рубца молочных коров

T a b l e  2.  Species belonging of microorganisms – representatives of physiologically significant groups 
of microbiota of the rumen of dairy cows

Изолят Предполагаемая физиологически 
значимая группа Морфология колоний и клеток Результат MALDI-TOF МС 

анализа

CL1.1 Лактатутилизирующие 
микроорганизмы

Ослизненные колонии с неровным краем, грамполо-
жительные спорообразующие палочки

Bacillus licheniformis

С2.1 Лактатутилизирующие 
микроорганизмы

Рыхлые с неровным краем колонии розового цвета, 
грамположительные спорообразующие палочки

Bacillus licheniformis

Т3.1 Лактатутилизирующие 
микроорганизмы

Ослизненные с неровным краем колонии белого цвета Bacillus licheniformis

CL3 Лактатутилизирующие 
микроорганизмы

Молочно-белые колонии с ровным краем, грамполо-
жительные мелкие кокки

Pediococcus acidilactici

С2.2 Лактатутилизирующие 
микроорганизмы

Полупрозрачные мелкие колонии с ровным краем, 
грамположительные кокки

Pediococcus acidilactici

CL4 Лактатутилизирующие 
микроорганизмы

Молочно-белые колонии с ровным краем, грамполо-
жительные палочки

Lacticaseibacillus 
paracasei

Т1 Лактатутилизирующие 
микроорганизмы

Белые колонии с ровным краем, грамположительные 
палочки

Lentilactobacillus kefiri

Т2 Лактатутилизирующие 
микроорганизмы

Вогнутые колонии матово-белого цвета, грамположи-
тельные кокки

Streptococcus equinus

6.4 Целлюлолитические 
микроорганизмы

Колонии молочно-белого цвета, блестящие, округлой 
формы, грамотрицательные прямые палочки

Escherichia coli (2.361)

Согласно данным литературы, бактерии P. acidilactici, наряду с Streptococcus bovis, рассмат-
риваются как маркеры ацидоза у крупного рогатого скота [15] и могут использоваться в дальней-
ших исследованиях для оценки эффективности пробиотических кормовых добавок в профилак-
тике данного заболевания.

Известно, что одним из способов регуляции состава микробиома рубца жвачных животных 
для улучшения рубцового пищеварения и повышения продуктивности молочного скота являет-
ся применение пробиотических кормовых добавок. Нами в рационах лактирующих коров испы-
таны пробиотические кормовые добавки с различным механизмом действия. Кормовая добавка 
«Споробакт-К», с. п. предназначена для повышения биологической доступности кормов, имму-
нокоррекции и активизации процессов метаболизма при выращивании крупного рогатого скота. 
Основой кормовой добавки «Споробакт-К», с. п. являются клетки, споры и продукты метаболиз-
ма бактерий Bacillus velezensis БИМ В-497 и Bacillus velezensis БИМ В-713 (соотношение 1 : 1), 
адсорбированных на носителе. Титр жизнеспособных бактериальных клеток составляет не менее 
1 ∙ 109 КОЕ/г, диаметр зоны подавления роста патогенной микробиоты рубца крупного рогатого 
скота варьируется в диапазоне: для E. coli – 25,0‒28,0 мм, для S. aureus – 32,0‒35,0, для P. vulgaris –  
17,0‒19,0 мм. Количественная оценка ферментативной активности кормовой добавки показа- 
ла, что протеазная, целлюлазная и ксиланазная активность составляет 19,3 ± 0,13; 2,1 ± 0,083  
и 5,2 ± 0,02 ед/мл соответственно.

Выживаемость бактериального консорциума, являющегося основой Споробакта-К, с. п., спустя 
12 ч в искусственном желудочном соке (рН 2.0, пепсин) составляет более 80 %, под действием 
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желчи (2–10 %) – 100 %. Последовательное воздействие на консорциум бактерий кислой среды 
в присутствии пепсина в течение 4 ч и последующее помещение в 10%-й желчный раствор (рН 8,0) 
на 12 ч приводит к незначительной (на 15 %) потере жизнеспособности клеток. Комплексная 
ферментативная активность и устойчивость бактерий-антагонистов B. velezensis БИМ В-497 Д 
и B. velezensis БИМ В-713 Д к низкой кислотности среды и желчи позволяет рассматривать 
«Споробакт-К», с. п. как перспективную кормовую добавку для контроля ацидозных состояний 
крупного рогатого скота.

Кормовая добавка «Румибакт», с. п. для профилактики и лечения ацидозов жвачных живот-
ных разработана на основе пропионовокислых бактерий (титр не менее 2,0 ∙ 1010 КОЕ/г), которые 
являются природными компонентами рубца травоядных животных и способны утилизировать 
лактат. «Румибакт», с. п. обеспечивает нормализацию рубцового пищеварения, препятствует 
развитию ацидозов у продуктивных коров за счет конверсии молочной кислоты в пропионовую. 
Использование добавки «Румибакт», с. п. позволяет оптимизировать рН содержимого рубца, 
снизить риск заболевания животных ламинитами, повысить активность рубцовой микробиоты, 
улучшить суточную продуктивность животных. 

Пропионовокислые бактерии Propionibacterium shermanii АR16 и Propionibacterium shermanii R15, 
составляющие основу кормовой добавки «Румибакт», с. п., характеризуются высокой колоние- 
образующей активностью при культивировании на различных питательных средах. Для штамма 
Pr. shermanii АR16 характерным является активный рост в условиях повышенной кислотности 
на среде с молочной кислотой, что позволяет прогнозировать его высокую конкурентоспособ-
ность в микробоценозе рубца (табл. 3).

Т а б л и ц а  3.  Жизнеспособность бактерий P. shermanii АR16 и P. shermanii R15 
на различных питательных средах

T a b l e  3.  Viability of bacteria P. shermanii AR16 and P. shermanii R15 on different nutrient media

Среда культивирования рН Штамм Титр, КОЕ/мл

MRS, глюкоза
7,2

P. shermanii AR16 1,5 ∙ 109

P. shermanii R15 1,0 ∙ 1010

ПКБ, глюкоза 
7,2

P. shermanii AR16 1,0 ∙ 109

P. shermanii R15 2,1 ∙ 109

ПКБ, глюкоза + молочная кислота
5,5

P. shermanii AR16 2,0 ∙ 108

P. shermanii R15 1,0 ∙ 105

Кроме лактатутилизирующей способности, штаммы пропионовокислых бактерий 
Pr. shermanii АR16 и Pr. shermanii R15 способны продуцировать пропионовую кислоту, вита-
мины группы В, обладают α-галактозидазной (16–166 ед/мл), β-галактозидазной (42–166 ед/мл), 
β-глюкозидазной (54–433 ед/мл) активностью. 

Таким образом, пробиотическая кормовая добавка «Румибакт», с. п., способная утилизировать 
избыток молочной кислоты в рубце и превращать ее в пропионовую, представляет несомненный 
интерес для коррекции дисфункций рубца коров и может использоваться совместно с кормовой 
добавкой «Споробакт-К», с. п. в качестве средства для профилактики лактатного ацидоза.

С помощью ПЦР в режиме реального времени в предоставленных сотрудниками РУП «НПЦ 
НАН Беларуси по животноводству» образцах рубцовой жидкости лактирующих коров исследо-
вана динамика содержания функционально значимых групп микроорганизмов после введения  
в рацион комбинации пробиотических кормовых добавок «Споробакт-К», с. п. и «Румибакт»,  
с. п. в количестве 1,0 и 0,02 г соответственно на 1 кг комбикорма. 

Проанализировано количественное содержание функционально значимых групп микроорга-
низмов ‒ грамотрицательных бактерий отдела Bacteroidota и грамположительных бактерий отде-
ла Bacillota; условно-патогенных бактерий E. coli, S. aureus, Enterococcus faecalis; целлюлолитиче-
ских бактерий B. amyloliquefaciens и B. licheniformis; амилолитических бактерий Lactobacillus sp., 
Prevotella albensis, лактатутилизирующих бактерий Selenomonas ruminantium, изменение числен-
ности которых, согласно литературным данным [12‒15], может влиять на развитие лактатного 
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ацидоза. Показано, что на протяжении периода исследования в структуре микробных сообществ 
рубцов опытных животных не выявлялись изменения, связанные с развитием лактатного ацидоза. 
Применение пробиотических добавок на основе бактерий Bacillus и Propionibacterium в составе 
кормов закономерно повысило количество представителей Bacillota и Bacteroidota у животных 
опытной группы. Отмечалось также увеличение относительного содержания бактерий отделов 
Pseudomonadota и Fusobacteriota и снижение количества бактерий отдела Actinomycetota (p < 0,05). 
Относительное содержание амилолитических бактерий S. ruminantium оставалось стабильным, 
Prevotella albensis – снижалось, Lactobacillus sp. – несколько увеличивалось, а бактерий отделов 
Verrucomicrobiota, Spirochaetota и метаногенных архей отдела Euryarchaeota менялось незначи-
тельно. Полученные данные свидетельствуют об отсутствии фактора риска развития ацидозного 
состояния. Важным критерием эффективности использования пробиотических бактерий являет-
ся также статистически значимое (p < 0,05) уменьшение доли патогенных и условно-патогенных 
микроорганизмов в микробиоте рубца животных экспериментальной группы. Так, количество 
бактерий E. coli и S. aureus снижалось у 60 % опытных коров, тогда как у 80 % коров контроль-
ной группы, получавших стандартный рацион, количество бактерий Staphylococcus sp. досто-
верно повышалось. Во время эксперимента отмечен также сдвиг показателя кислотности рубцо-
вой жидкости в нейтральную область (7,0‒7,3), что является важным фактором профилактики 
развития лактатного ацидоза. 

Применение в рационах лактирующих коров указанных добавок, а также доломитовой муки 
(10 кг/т) в качестве буфера способствовало интенсификации процессов пищеварения и росту мо-
лочной продуктивности животных ‒ отмечалось повышение поедаемости грубых кормов, пере-
варимости питательных веществ корма (снижение кормовых затрат на получение 1 кг молока 
на 7,4 %), увеличение удоя молока натуральной (на 6,1 %) и базисной (на 6,5 %) жирности, а также 
улучшение его качественного состава (повышение содержания белка и жира на 0,02 %).

Заключение. Оптимизированы методы выделения метагеномной ДНК из рубцовой жидко-
сти молочных коров, позволяющие получить препараты нуклеиновых кислот высокой чистоты 
без ингибиторов ПЦР, пригодные для молекулярно-генетических исследований. Подобраны прай-
меры для определения доминирующих таксонов микробиома рубца – бактерий отделов Firmicutes, 
Bacteroidetes, Proteobacteria (классы Betaproteobacteria и Gammaproteobacteria), Actinobacteria, 
Fusobacteria, Verrucomicrobia и архей отдела Euryarchaeota. Определены температурно-временные 
параметры проведения ПЦР-РВ для качественного и количественного анализа таксономического 
состава микробиома рубца. 

Показано, что комплексное применение кормовых добавок «Споробакт-К» (на основе споро- 
образующих бактерий рода Bacillus) и «Румибакт» (на основе пропионовокислых бактерий рода 
Propionibacterium) позволяет регулировать состав микробиоты рубца, контролировать численность 
патогенных бактерий, нормализовать показатель кислотности рубцовой жидкости со сдвигом 
в нейтральную область и обеспечивать профилактику лактатного ацидоза, повышать усвояемость 
трудногидролизуемых кормов за счет продукции широкого спектра гидролитических фермен-
тов. Полученные результаты свидетельствуют о целесообразности их использования для повы-
шения резистентности животных к условно-патогенной микробиоте, улучшения рубцового пи-
щеварения, повышения молочной продуктивности и профилактики ацидоза у коров.
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