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Аннотация
Обоснование. Гербицид глифосат до недавнего времени считался безопас-

ным для человека и животных, однако в последнее время большое количество 
исследователей склоняются к тому, что он может приводить к различным на-
рушениям. Это связано, в первую очередь с его широким распространением 
и способностью к канцерогенезу.

Цель. Целью исследования было изучить влияние совместного действия 
глифосата и двух видов антибиотиков на функциональные изменения микро-
биома слепых отростков цыплят-бройлеров при помощи метода полногеном-
ного секвенирования. 

Материалы и методы. Для проведения исследований, связанных с 
установлением таксономического состава метагенома содержимого слепых 
отростков цыплят-бройлеров, было проведено полногеномное NGS секвени-
рование образцов от 4 групп животных, полученных в ходе проведения опы-
та. На основании полученных данных проведен биоинформатический анализ.

Результаты. В результате данного исследования было показано, что 
глифосат с высокой вероятностью оказывает более сильное воздействие на 
микробиом, чем антибиотики. Но последние могут значительно усиливать 
негативное влияние гербицида, что выражается в более значительных функ-
циональных изменениях, связанных с переваримостью сложных углеводов 
и энергетическим метаболизмом, а также с усилением развития патогенной 
микрофлоры вследствие нарушения баланса микробиоты с слепых отростках 
цыплят-бройлеров.
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Заключение. Расширение знаний о микробиоме желудочно-кишечного 
тракта кур с помощью независимого от культуры метагеномного анализа спо-
собствует пониманию динамики микробных сообществ под влиянием таких 
ксенобиотиков как гербициды на основе глифосата и антибиотики, а также 
оценить и их роль в метаболизме и состоянии здоровья птицы. Исследования 
микробиоты ЖКТ необходимы для выявления вредного воздействия этих ксе-
нобиотиков для разработки методов снижения токсической нагрузки и сохра-
нения высокой продуктивности.

Ключевые слова: глифосат; антибиотики; бройлеры; NGS секвенирова-
ние; полногеномное секвенирование 
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Abstract
Background. Until recently, the herbicide glyphosate was considered safe for 

humans and animals, but recently a large number of researchers are inclined to 
believe that it can lead to various disorders. This is primarily due to its widespread 
use and ability to carcinogenesis.

Purpose. The aim of this study was to investigate the effect of the combined 
action of glyphosate and two types of antibiotics on functional changes in the 
microbiome of the cecal processes of broiler chickens using the whole-genome 
sequencing method.
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Materials and methods. To conduct studies related to the establishment of the 
taxonomic composition of the metagenome of the contents of the cecal processes 
of broiler chickens, whole-genome NGS sequencing of samples from 4 groups of 
animals obtained during the experiment was carried out. Based on the data obtained, 
bioinformatics analysis was carried out.

Results. As a result of this study, it was shown that glyphosate is highly likely to 
have a stronger effect on the microbiome than antibiotics. But the latter can significantly 
enhance the negative effect of the herbicide, which is expressed in more significant 
functional changes associated with the digestibility of complex carbohydrates and 
energy metabolism, as well as with increased development of pathogenic microflora 
due to imbalance of the microbiota in the cecal processes of broiler chickens.

Conclusion. Increasing our knowledge of the chicken gastrointestinal 
microbiome using culture-independent metagenomic analysis will help us 
understand the microbial community dynamics under the influence of xenobiotics 
such as glyphosate-based herbicides and antibiotics, and their role in poultry 
metabolism and health. Studies of the gastrointestinal microbiota are needed to 
identify the harmful effects of these xenobiotics in order to develop methods to 
reduce toxic load and maintain high productivity.

Keywords: glyphosate; antibiotics; broilers; NGS sequencing; whole genome 
sequencing
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Введение
Глифосат является наиболее распространенным в настоящее время 

гербицидом широкого действия, он широко используется для обработки 
генетически модифицированных культур и для высушивания сельскохо-
зяйственных культур перед сбором урожая. Все это может приводить к по-
вышенным концентрациям глифостата в кормах [1]. Гербицидное действие 
глифосата обусловлено нарушением шикиматного пути производства аро-
матических аминокислот в растениях и некоторых микроорганизмах [2]. 
Поскольку люди и животные не используют шикиматный путь для про-
изводства аминокислот, считается, что глифосат не оказывает какого-ли-
бо вредного воздействия на их здоровье. Однако несколько исследований 
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показали, что гербициды на основе глифосата могут вызывать поврежде-
ние тканей [3; 4], нарушать работу эндокринной системы в различных 
экспериментальных моделях [5] и вызывают проблемы развития мозга у 
животных [6]. Таким образом, использование глифосата является спор-
ным, поскольку недавние исследования показали, что население в боль-
шой степени испытывает на себе его воздействию [6].

Домашняя птица чаще остальных сельскохозяйственных животных под-
вергается воздействию глифостата через свой рацион. Большинство иссле-
дований действительно показывают, что глифосат в условиях правильного 
ведения сельского хозяйства, не оказывают никакого вредного воздействия 
на самих птиц, а скорее влияет на их среду обитания [5]. Однако недавнее 
исследование показывает, что глифосаты могут снижать активность ката-
лазы печени и снижать уровень тестостерона у японских перепелов. Из-
вестно, что глифосат в различной степени ингибирует кишечные бактерии 
in vitro[6], поэтому микробиом кишечника также нарушается с подавлени-
ем полезных микроорганизмов, чувствительных к действию гербицида [7].

Антибиотики широко используются в птицеводстве для профилактики 
и лечения заболеваний. Вместе с тем, антибиотики вызывают значительные 
изменения в микробиоте желудочно-кишечного тракта бройлеров и может вы-
зывать дисбиоз и нарушения развития кишечника, что отрицательно влияет на 
физиологию бройлеров и метаболические показатели [8]. Иммунная система 
птиц, получавших лечение на ранних этапах цикла роста, также подвергается 
неблагоприятному воздействию, что приводит к снижению концентрации ма-
крофагов в ткани слизистой оболочки кишечника, что, в свою очередь, влияет 
на микробиоту на протяжении всего периода выращивания [9]. 

У кур изменения в микробном сообществе желудочно-кишечного трак-
та коррелируют с несколькими экономически важными характеристика-
ми, такими как эффективность кормления, масса тела и здоровье [10-12]. 
Действительно, было показано, что с помощью многочисленных угле-
вод-активных ферментов (CAZymes) представители микробиоты курино-
го кишечника способны расщеплять растительные волокна, расщеплять 
пищевые углеводы и гликаны, полученные от хозяина [13], тем самым 
производя органические кислоты, такие как короткоцепочечные жирные 
кислоты, которые играют решающую роль в энергетическом обмене, физи-
ологии желудочно-кишечного тракта и работе иммунной системы [14; 15]. 

В настоящее время нет исследований, оценивающих воздействие глифоса-
та и его сочетанного с антибиотиками действия в кормах на функциональные 
изменения микробиома ЖКТ птицы. Поэтому целью данного исследования 
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было изучить влияние совместного действия глифосата и двух видов анти-
биотиков на функциональные изменения микробиома слепых отростков цы-
плят-бройлеров при помощи метода полногеномного секвенирования. 

Материалы и методы исследования
Для оценки действия антибиотиков и глифосата был проведен экспери-

мент: 260 бройлеров были разделены на группы по 65 голов: I - контроль-
ная, которая получала основной рацион (ОР), II опытная - ОР с добавлением 
глифосата (ГФ); III опытная - ОР с добавлением глифосата и ветеринарных 
антибиотиков энрофлоксацина и метансульфоната колистина (ГФ+АБ1); IV 
опытная - ОР с добавлением глифосата и аммония мадурамицина (ГФ+АБ2). 
Антибиотик энрофлоксацин добавляли в питьевую воду в виде препарата 
«Энрофлон 10% раствор для орального применения» (ООО «НПК-ВИК», 
Россия) в количестве 0,5 мл на 1 л воды на 0-10 сутки жизни цыплят, анти-
биотик метансульфоната колистин добавляли в воду в виде препарата «Ко-
листин 2 млн» («АВЗ-СП», Россия) в количестве 0,25 мл на 1 л воды на 33-37 
сут. жизни. Ионофорный антибиотик и кокцидиостатик аммония мадурами-
цин добавляли в количестве 500 г на 1 тонну кормов до 35 сут. жизни цыплят. 

Для искусственного загрязнения кормов для опытных групп применя-
ли глифосат в составе препарата «Агрокиллер» (ЗАО «Август», Россия), 
содержащий 500г/л глифосата кислоты (изопропиламинная соль). Готови-
ли рабочий раствор из препарата «Агрокиллер» и наносили на комбикорм 
методом распыления до достижения концентрации 20 мг/кг. После внесе-
ния глифосата, его концентрацию в корме контролировали методом ИФА.

Для проведения исследований, связанных с установлением таксономи-
ческого состава метагенома содержимого слепых отростков цыплят-брой-
леров, было проведено полногеномное NGS секвенирование образцов от 4 
групп животных, полученных в ходе проведения опыта. Были подготовле-
ны 4 усредненные пробы (по 3 пробы от каждой группы) образцов содер-
жимого слепого отростка для проведения полногеномного секвенирования 
микробиоты кишечника птиц. Количество ДНК в пробах было выровне-
но. Для подготовки проб к полногеномному секвенированию на платфор-
ме IlluminaMiseq, был использован набор Nextera DNA Flex Library Prep 
(Illumina). Для секвенирования полученных библиотек был использован 
набор MiSeq Reagent Kit v3 - 600 (Illumina). 

Сборку метагенома начинали с очистки исходных ридов от ДНК хозя-
ина-животного (референсный геном Gallus gallus взятый из базы данных 
NCBI). Затем проведена индексация генома в программе bowtie2 и за-
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пуск kneaddata для контроля качества данных метагеномного секвениро-
вания. Для объединения парных конечных считываний Illumina, которые 
перекрываются в одно более длинное считывание была использована про-
грамма SeqPrep. Обработку ридов проводили программой splitFastq, после 
использовали программу-сборщик MegaHit. Полученные данные были за-
гружены в программу Prokka для дальнейшего анализа и сопоставления 
с другими базами данных. После этого сборку загрузили для анализа в 
функциональную аннотацию в базе данных KEGG, используя программу 
KEGG AutomaticAnnotationServer и алгоритм GHOSTX, bi-directional best 
hit (BBH). Так же данные были анализированы в базе данных SEED. Кро-
ме этого, мы выгрузили последовательность в мета-сервер dbCAN2 для 
автоматизированной аннотации углеводно-активных ферментов, финан-
сируемый Национальным научным фондом (DBI-1652164).

Результаты исследования
В результате проведенных исследований нами были выявлены отли-

чия в микробиоме на уровне гликолитических ферментов путей, ответ-
ственных за метаболизм простых углеводов (КО00010), возникающие под 
влиянием глифосата. Под влиянием глифосата и глифосата в сочетании с 
антибиотиками произошло снижение числа обнаруживаемых ферментов, 
участвующих в данном метаболическом пути. В контрольной группе I 
было выявлено 67 генов, во II (ГФ) – 62, в III (ГФ +АБ1) и IV (ГФ + АБ2) 
группах по 63 гена. Отличия касались потери или значительного сниже-
ния уровня таких ферментов как – пируватдекарбоксилаза, НАД зависимая 
альдегиддегидрогеназа. Пируватдекарбоксилаза представляет собой фер-
мент (EC 4.1.1.1), катализирующий декарбоксилирование пировиноград-
ной кислоты до ацетальдегида, а альдегиддегидрогеназа - катализирует 
окисление альдегидов до уксусной кислоты.

В цикле трикабоновых кислот, наибольшие различия были отмечены в 
4 группе птицы – отсутствовал ген малатдегидрогеназы - фермента, ката-
лизирующего последний этап цикла Кребса. Уже сообщалось, что актив-
ность малатдегидрогеназы и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы снижалась 
при воздействии глифосата на крыс [16]. 

Все использованные нами ксенобиотики способствовали изменению 
микробного разнообразия в слепом кишечнике, связанном со снижением 
процессов катаболизма углеводов. Анализ наличия гликозилгидролаз, уча-
ствующих в разложении простых и сложных углеводов, по базе Cazy вы-
явил снижение разнообразия данных ферментов под влиянием глифосата 
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и антибиотиков в микробиоме слепых отростков опытной птицы (Рис.1). 
В контрольной группе I было обнаружено 99 различных семейств GH, в 
группе II – 95 семейств, группе III – 94 семейства, группе IV – 92 семейства 
гликозилгидролаз. Подобные изменения опосредовано могут приводить 
к снижению эффективности пищеварительных процессов переваривания 
корма птицей и снижению уровня энергетического метаболизма. Различия 
наблюдались в 18 семейств гликозилгидролаз.

Рис. 1. Основные различия в продукции гликозилгидролаз                                               
различных семейств в микробиоме слепых отростков опытных птиц

I-IV: группы цыплят-бройлеров.
GH: наименование семейств гликозилгидролаз

В контрольной группе были выявлены четыре уникальных семейств 
гликозилгидролаз (GH 59, GH64, GH91 и GH165). Эти виды гликозилги-
дролаз были элиминированы из микробного сообщества после примене-
ния глифосата и антибиотиков. 

Анализ метагенома микробного сообщества цыплят-бройлеров позво-
лил выявить отличия в синтезе бактериальных сидерофоров. Были выяв-
лены отличия между группами по разнообразию выявленных ферментов, 
участвующих в синтезе сидерофоров бактерий (Рис. 2). Наименьшее чис-
ло сидерофоров было выявлено в контрольной группе – бацилибактин и 
пиохелин. В остальных группах было выявлено намного больше генов. В 
группе II (ГФ) и III (ГФ+АБ1) дполнительно выявлялись вибриобактин, 
энтеробактин, миксохелин и микобактин. В группе IV (ГФ-АБ2) были вы-
явлены бацилибактин, пиохелинвибриобактин, энтеробактин, миксохелин. 
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Рис. 2. Функциональные отличия в продукции сидерофоров, возникающие          
в микробиоме слепых отростков птиц под влиянием глифосата и антибиотиков. 

А – группа I (контроль), Б – группа IV (ГФ+АБ2) 

Также в группах, подверженных влиянию глифосата был выявлен фер-
мент 2,3-дигидро-2,3-дигидроксибензоатдегидрогеназа [EC:1.3.1.28]. Это 
ген, который необходим для биосинтеза 2,3-дигидроксибензойной кис-
лоты (DHBA).2,3-Дигидроксибензойная кислота включена в различные 
сидерофоры (железопереносящие белки), которые представляют собой 
молекулы, которые связывают ионы железа для переноса в бактерии. 
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Обсуждение
Слепой кишечник птиц является ключевым органом для ферментации 

различных форм полисахаридов и тесно связана со здоровьем и продук-
тивностью [17]. Микробиота слепой кишки играет центральную роль в 
метаболизме сложных полисахаридов, поскольку организм цыплят не об-
ладает полным метаболическим циклом для производства легкоусвояемых 
форм полисахаридов. Сержант и др. [18] сообщили о многочисленных 
ферментах, расщепляющих полисахариды, обнаруженных в метагеноме 
слепой кишки, а Qu et al. [19] показали, что гены углеводного обмена за-
нимают около 20% генов в метагеноме микробиоты ЖКТ [19], включая 
ключевые ферменты, такие как: углеводная эстераза, полисахаридлиаза и 
гликозидгидролаза, которые отсутствуют у кур [20]. 

В результате проведенных исследований нами были выявлены отли-
чия в микробиоме на уровне гликолитических ферментов путей, ответ-
ственных за метаболизм простых углеводов (КО00010), возникающие под 
влиянием глифосата. Под влиянием глифосата и глифосата в сочетании с 
антибиотиками произошло снижение числа обнаруживаемых ферментов, 
участвующих в данном метаболическом пути. 

В цикле трикабоновых кислот, наибольшие различия были отмечены в 
4 группе птицы – отсутствовал ген малатдегидрогеназы - фермента, ката-
лизирующего последний этап цикла Кребса. Уже сообщалось, что актив-
ность малатдегидрогеназы и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы снижалась 
при воздействии глифосата на крыс [16]. 

Все использованные нами ксенобиотики способствовали изменению 
микробного разнообразия в слепом кишечнике, связанном со снижением 
процессов катаболизма углеводов. Подобные изменения опосредовано мо-
гут приводить к снижению эффективности пищеварительных процессов 
переваривания корма птицей и снижению уровня энергетического метабо-
лизма. Различия наблюдались по 18 семействам гликозилгидролаз.

В контрольной группе были выявлены четыре уникальных семейств 
гликозилгидролаз (GH 59, GH64, GH91 и GH165). Эти виды гликозил-
гидролаз были элиминированы из микробного сообщества после при-
менения глифосата и антибиотиков. Интересно, что семейство GH 91 
объединяет в себе гликозилгидролазы с функцией разрушения инулина 
(инулин фруктотрансферазы (EC 4.2.2.17 и EC 4.2.2.17)). Инулин — это 
природный полисахарид, который не переваривается пищеварительны-
ми ферментами организма позвоночных животных и относится к группе 
растворимых пищевых волокон, обладающих пребиотическим эффектом. 
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Молекула инулина - это цепочка из 30-35 остатков фруктозы в фураноз-
ной форме. Инулин является запасным углеводом во многих растениях. 
Он встречается во фруктах и овощах и в злаках, таких как пшеница [21]. 
Инулин используется некоторыми микробами толстой кишки, бифидобак-
териями и лактобактериями [22]. Как правило, эти бактерии способны 
ферментировать непереваримые углеводы, а также снижать pH кишечника, 
вырабатывать короткоцепочечные жирные кислоты, стимулировать выра-
ботку иммуноглобулинов и способствовать конкурентному исключению 
патогенов [23]. В результате метаболизма инулина микрофлорой в толстой 
кишке образуется эндогенная масляная кислота (бутират), и стимулирует-
ся рост бутират-продуцирующих бактерий, в частности, Faecalibacterium 
prausnitzii. Наши данные показывают, что при использовании глифосата 
происходит значительное снижение микроорганизмов, способных выра-
батывать ферменты, метаболизирующие полисахарид инулин. Возможно, 
это связано со снижением численности лактобактерий, обладающих спо-
собностью ферментировать инулин [24], ведь многие данные указывают 
на то, что данная группа бактерий является чрезвычайно чувствительной 
к глифосату [25].

Процессы, приводящие к образованию короткоцепочечных жирных 
кислот крайне важны, ведь во время переваривания полисахаридов микро-
биота ЖКТ продуцирует различные короткоцепочечные летучие жирные 
кислоты, ацетет, пропионат, бутилат, валерат, изобутилат и изовалерат [26]. 

Анализ метагенома микробного сообщества цыплят-бройлеров позво-
лил выявить отличия в синтезе бактериальных сидерофоров. Сидерофо-
ры, которые обнаружены у бактерий, грибов и млекопитающих, способны 
извлекать железо из нерастворимых неорганических соединений, а в ор-
ганизме хозяина – из комплексов с белками, выполняющими функцию не-
специфической защиты млекопитающих от инфекций [27]. У патогенных 
бактерий сидерофоры играют важную роль в вирулентности, выполняя 
множество функций в организме хозяина, помимо обеспечения микробов 
железом и другими биологическими металлами. Они участвуют в хране-
нии токсичного для клеток избытка железа, защищают бактерии от ре-
активных соединений кислорода, конкурируют за железо с фагоцитами, 
оказывают токсическое действие на клетки хозяина, в некоторых случаях 
играя роль секретируемого бактериального токсина. Сидерофоры бакте-
рий выполняют сигнальную функцию и регулируют как свой собственный 
синтез, так и синтез других факторов вирулентности [27]. Многие патоген-
ные бактерии продуцируют несколько сидерофоров, активных в разных 
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условиях, в отношении разных источников железа в организме хозяина и 
на разных этапах инфекционного процесса.

Были выявлены отличия между группами по разнообразию выявлен-
ных ферментов, участвующих в синтезе сидерофоров бактерий (Рис. 2). 
Наименьшее число сидерофоров было выявлено в контрольной группе – 
бацилибактин и пиохелин. В остальных группах было выявлено намного 
больше генов. В группе II (ГФ) и III (ГФ+АБ1) дполнительно выявлялись 
вибриобактин, энтеробактин, миксохелин и микобактин. В группе IV (ГФ-
АБ2) были выявлены бацилибактин, пиохелинвибриобактин, энтеробак-
тин, миксохелин. 

 Также в группах, подверженных влиянию глифосата был выявлен фер-
мент 2,3-дигидро-2,3-дигидроксибензоатдегидрогеназа [EC:1.3.1.28]. Это 
ген, который необходим для биосинтеза 2,3-дигидроксибензойной кис-
лоты (DHBA).2,3-Дигидроксибензойная кислота включена в различные 
сидерофоры (железопереносящие белки), которые представляют собой 
молекулы, которые связывают ионы железа для переноса в бактерии. Это 
может указывать на увеличение численности и активности патогенных и 
условно-патогенных бактерий под влиянием глифосата. Сочетание влия-
ния глифосата с антибиотиками увеличивает разнообразие обнаруженных 
сидерофоров, что может говорить об увеличении дисбаланса микробного 
сообщества под влиянием антибиотиков.

Заключение 
Расширение знаний о микробиоме желудочно-кишечного тракта кур с 

помощью независимого от культуры метагеномного анализа способствует 
пониманию динамики микробных сообществ под влиянием таких ксено-
биотиков как гербициды на основе глифосата и антибиотики, а также оце-
нить и их роль в метаболизме и состоянии здоровья птицы. Исследования 
микробиоты ЖКТ необходимы для выявления вредного воздействия этих 
ксенобиотиков для разработки методов снижения токсической нагрузки и 
сохранения высокой продуктивности. В результате данного исследования 
было показано, что глифосат с высокой вероятностью оказывает более 
сильное воздействие на микробиом, чем антибиотики. Но последние могут 
значительно усиливать негативное влияние гербицида, что выражается в 
более значительных функциональных изменениях, связанных с перева-
римостью сложных углеводов и энергетическим метаболизмом, а также с 
усилением развития патогенной микрофлоры вследствие нарушения ба-
ланса микробиоты с слепых отростках цыплят-бройлеров.
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