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ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ КОЛЛЕКЦИОННЫХ КУЛЬТУР
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Проведен молекулярно-генетический анализ нуклеотидной последовательности гена 16S rRNA 3 штам-
мов молочнокислых бактерий, выделенных из желудочно-кишечного тракта здоровых людей. Идентифици-
ровано до вида три культуры бактерии рода Lactobacillus, которые являются антагонистами по отношению 
к патогенным и условно патогенным бактериям. По результатам анализа нуклеотидной последовательности 
фрагмента гена 16S rRNA штаммы отнесены к роду Lactobacillus. Филогенетический анализ фрагмента гена 
16S rRNA показал, что штаммы № 139, № 2 и № 53Н образуют один кластер со штаммами Lactobacillus 
casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus и Lactobacillus paracasei и Lactobacillus casei и принад-
лежат к филогенетической группе Lactobacillus plantarum и Lactobacillus casei/paracasei.
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Molecular genetic analysis of nucleotide sequence of 16S rRNA of 3 strains of lactic acid bacteria isolated 
from the gastrointestinal tract of healthy people was conducted. Identified to the species level three cultures of 
bacteria of the genus Lactobacillus, which is antagonists against pathogenic and conditionally pathogenic bacteria. 
According to the analysis of the nucleotide sequence of a fragment of 16S rRNA three strains assigned to the 
genus Lactobacillus. Phylogenetic analysis of a fragment of 16S rRNA showed that the strains No. 139, No. 2 and 
No. 53Н form one cluster with strains of Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus and 
Lactobacillus paracasei and Lactobacillus casei, and belong to the phylogenetic group of Lactobacillus plantarum 
and Lactobacillus casei/paracasei.
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Лактобактерии являются представите-
лями естественной микрофлоры организ-
ма человека и животных и играют важную 
роль в поддержании колонизационной ре-
зистентности [1–2]. Они подавляют рост 
и размножение поступающих извне пред-
ставителей посторонней микрофлоры, пре-
дотвращают их приживление. В организме 
человека лактобациллы появляются в пер-
вые дни после рождения и в течение всей 
его жизни присутствуют в кишечнике, пре-
пятствуя развитию гнилостных и патоген-
ных микроорганизмов. 

Развитие дисбактериоза в большинстве 
случаев связано с нарушением естественно-
го состава микрофлоры кишечника. Пред-
ставители рода Lactobacillus нашли свое 
применение в составе многочисленных ле-
чебно-диетических кисломолочных продук-
тов и фармакопейных биопрепаратов [3–4]. 

Лактобактерии и продукты метаболиз-
ма широко используются для профилактики 
и лечения различных острых и хронических 
заболеваний пищеварительного тракта, спо-
собствуя восстановлению нормальной ми-
крофлоры. Лактобактерии широко использу-
ются в пищевой промышленности в составе 
заквасок для приготовления кисломолочных 
продуктов (сыры, масла, йогурты), для хле-

бопечения (ржаной хлеб), для квашения ово-
щей и засолки рыбы, для приготовления су-
хих и варено-копченых колбас [5]. 

Прежде чем использовать штаммы ми-
кроорганизмов для промышленного про-
изводства необходимо определить их раз-
нообразные характеристики, в том числе 
и генетические, которые в отличие от культу-
рально-морфологических более стабильны. 
Классическими методами внутривидового 
типирования микроорганизмов являются  
изучение морфологии, биохимические те-
сты и серологические реакции. Но вышеу-
казанные методы обладают существенными 
недостатками: они опираются на выявление 
вариабельных фенотипических признаков, 
относительная однородность которых опре-
деляет трудности во внутривидовой диффе-
ренциации микроорганизмов и не позволяет 
выявить различия между штаммами одного 
вида. Для повышения достоверности резуль-
татов при типировании штаммов лактоба-
цилл целесообразно наряду с классическими 
использовать молекулярно-генетические ме-
тоды исследования [6–8].

Молекулярно-генетические методы ис-
следования позволяют не только провести 
внутриродовую дифференциацию лактоба-
цилл на основании особенностей их гено-
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мов, но и дают возможность получить инди-
видуальные генотипические характеристики 
каждого штамма. Наиболее перспективными 
методами типирования штаммов лактоба-
цилл, по нашему мнению, являются методы 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). Одно-
временное применение нескольких методов 
ПЦР обеспечивает возможность генотипи-
рования лактобацилл и позволяет решать 
задачи дифференциации видов и штаммов, 
входящих в состав пробиотических и произ-
водственных заквасок [9–10]. 

Материалы и методы исследования

Штаммы. В работе были использованы 3 штам-
ма бактерий рода Lactobacillus, зарегистрирован-
ные в коллекции промышленных микроорганизмов 
РГП «Института микробиологии и вирусологии» КН 
МОН РК, по паспортным данным принадлежащих 
к Lactobacillus casei № 139, Lactobacillus plantarum 
№ 2 и Lactobacillus plantarum № 53H и 15 нуклеотид-
ных последовательностей генов 16S rRNA молочнокис-
лых бактерий, депонированные в базу данных NCBI.

Определение и анализ нуклеотидных после-
довательностей генов 16SrRNA. Геномную ДНК 
выделяли методом K ate Wilson [11]. Концентрацию 
ДНК измеряли спектрофотометрическим методом 
с использованием спектрофотометра Nano Drop 1000 
при длине волны 260 нм, а также проводили каче-
ственную оценку ДНК электрофоретическим мето-
дом. Матрицы для секвенирования синтезировали 
с помощью ПЦР, используя универсальные прайме-
ры 8f-5’-AgAgTTTgATCCTggCTCAg-3 и 806R-5’-
ggACTACCAgggTATCTAAT-3 [12], что позволяло 
амплифицировать ген 16S rRNA почти полностью. 
Реакционная смесь (30 мкл) содержала 3 мкл 10х ре-
акционного буфера (Fermentas), 2,5 мM MgCl2 , 0,2 мM 
каждого дезоксирибонуклеозидтрифосфата (дНТФ), 
по 10 пмоль каждого из праймеров, 1 единицу Taq – 
полимеразы Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase 
(Fermentas) и 150 нг геномной ДНК в качестве матри-
цы. ПЦР проводили в термоциклере Mastercycler pro S  
(Eppendorf). Реакцию начинали инкубированием 
смеси при 95 °С в течение 7 минут, затем следовало 
30 циклов, состоящих из инкубаций: 95 °С – 30 се-
кунд, 55 °С – 40 секунд , 72 °С – 1 мин. Завершающую 
элонгацию проводили при 72 °С в течение 10 минут. 
Продукты амплификации разделяли в 1,5 % агарозном 
геле. Гели окрашивали этидиум бромидом. Электрофо-
рез проводили в камере для горизонтального электро-
фореза Bio-RAD Basic и источником тока «Consort EV-
243». В качестве электродного буфера использовали 
1хТАЕ-буфер. Документирование полученных резуль-
татов проводили, используя систему документаций 
гелей Gel Doc. Размеры молекул анализируемых об-
разцов ДНК определяли путем сопоставления их элек-
трофоретической подвижности маркеров – фрагмент 
ДНК известной молекулярной массы. В качестве мар-
кера молекулярных масс использовали O’GeneRuler™ 
100bp Plus DNA Ladder производства (Fermentas). ПЦР 
продукты очищали от остатков олигонуклеотидов ме-
тодом дефосфолирирования с помощью щелочной 
фосфатазы (SAP-shimp alkaline phosphatase) и эндо-
нуклеазы I [13]. Секвенирование фрагментов гена 
16S rRNA идентифицируемых бактерий проводили 

на автоматическом секвенаторе 3730хl DNA Analyzer 
(Applide Biosystems, США) с использованием набора 
Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applide 
Biosystems, США), придерживаясь рекомендаций про-
изводителя. Результаты секвенирования обрабатыва-
ли в программе SeqMan (Applide Biosystems). Поиск 
гомологичных нуклеотидных последовательностей 
генов 16S rRNA осуществляли с помощью програм-
мы BLAST в базе данных Gene Bank Национального 
центра биотехнологической информации США. Иден-
тификация была осуществлена относительно инвен-
тарных номеров Genе Bank первых трех нуклеотидных 
последовательностей, имеющих максимальное совпа-
дение. Филогенетический анализ проводили с исполь-
зованием программного обеспечения MEGA4 [14]. 
Выравнивание нуклеотидных последовательностей 
проводили, используя алгоритм ClustalW [15]. Для 
построения филогенетических деревьев использова-
ли метод «объединения соседей» Neiighbor-Joining 
(NJ) [16]. 

Результаты исследования  
и их обсуждение

Филогенетический анализ нуклеотид-
ных последовательностей генов 16S rRNA 
у рода Lactobacillus. В нашем исследовании 
генетическая идентификация 3 штаммов 
была осуществлена методом определения 
прямой нуклеотидной последовательности 
фрагмента 16S rRNA гена, с последующим 
сравнением нуклеотидной идентичности 
с последовательностями, депонированны-
ми в международной базе данных Gene 
Bank, а также построением филогенетиче-
ских деревьев с нуклеотидными последова-
тельностями референтных штаммов. 

В результате выделения ДНК были по-
лучены образцы с высокой концентрацией 
ДНК от 80 до 150 нг/мкл, соотношение длин 
волн 260/280 в среднем составило 1,99. Ме-
тодом ПЦР был амплифицирован фрагмент 
16S rRNA гена, молекулярной массой разме-
ром около 800 п.н. Результаты амплифика-
ции образцов с отрицательным контролем 
отображены на рис. 1. 

Рис. 1. Электрофорерограмма ПЦР продуктов 
амплификации фрагмента 16S rRNA гена ДНК: 

1) – № 139, 2) – № 2, 3) – № 53Н;  
(М) – маркер молекулярной массы 

O’GeneRuler™ 100bp Plus DNA (Fermentas) 
(100 – 1000 п.н. от 100 – 1000 шаг 100 п.н.), 

(К-) – отрицательный контрольный образец; 
(К+) – положительный контрольный образец
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Продукты ПЦР амплификации были 
использованы для определения нукле-
отидной последовательности. Для ис-
ключения методической погрешности 
анализа 16S rRNA гена, дополнительно 
было проведено построение филогене-
тических деревьев (рис. 2, 3–4). После 
удаления последовательности праймеров 
в неперекрывающихся областях были по-
лучены нуклеотидные последовательно-
сти размером 650 п.н. При выравнивании 
было выявлено, что нуклеотидные по-
следовательности фрагмента 16S rRNA 
гена референтных штаммов Lactobacillus 
casei (KJ739522.1), Lactobacillus plantarum 
(KM200717.1) и Lactobacillus pentosus 
(KF317899.1), а также Lactobacillus 
paracasei (KJ958418.1) и Lactobacillus 
casei (HG931728.1), Lactobacillus paracasei 
(KM009083.1) и  Lactobacillus casei 
(KJ806307.1) имели размер 560 и 550 п.н. 
соответственно. В связи с этим для фор-
мирования однородной выборки размером 
550 п.н. была удалена часть нуклеотид-
ных последовательностей у исследуемых 
штаммов. Процент идентичности фрагмен-
тов нуклеотидных последовательностей 
16S rRNA гена между Lactobacillus casei 
№ 139 и Lactobacillus casei, Lactobacillus 
plantarum и Lactobacillus pentosus составил 
100 %. У штаммов Lactobacillus plantarum 
№ 2 и Lactobacillus plantarum № 53Н 
и Lactobacillus paracasei и Lactobacillus 
casei также составил 100 %.

Результаты филогенетического анализа 
последовательностей гена 16S rRNA у изу-

чаемых штаммов представлены на филоге-
нетическом дереве (рис. 2, 3–4), построен-
ном в программе MEGA4, с использованием 
Neiighbor-Joining кластерного метода рас-
чета генетических расстояний и bootstrap 
анализа, отражающего достоверность кла-
стеризации.

Из представленных данных, по харак-
теру последовательностей штаммы мож-
но распределить в 2 кластера, один из ко-
торых составляет культуры Lactobacillus 
casei (KJ739522.1), Lactobacillus plantarum 
(KM200717.1) и Lactobacillus pentosus 
(KF317899.1), полные нуклеотидные после-
довательности которых характеризуются 
100 %-м сходством. Второй кластер вклю-
чает штамм Lactobacillus paraplantarum, 
сходство последовательностей гена 16S 
rRNA у которого составило 99–98 % (рис. 2). 
Как видно на рис. 2, при филогенетическом 
анализе фрагмента 16S rRNA гена штамм 
Lactobacillus casei № 139 был объединен 
в один кластер с Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus casei и Lactobacillus pentosus. 
При идентификации в Genе Bank штамм 
Lactobacillus casei № 139 находится на од-
ной филогенетической ветви образуемой 
бактериями Lactobacillus casei, Lactobacillus 
plantarum и Lactobacillus pentosus что ука-
зывало на его принадлежность к одному из 
этих видов и исключало возможность от-
несения к Lactobacillus casei. Разграниче-
ние видов Lactobacillus casei, Lactobacillus 
plantarum и Lactobacillus pentosus на осно-
вании результатов проведенного филогене-
тического анализа оказалось невозможным. 

Рис. 2. Филогенетическое дерево, основанное на анализе структур фрагментов гена 16S rRNA, 
отражающее родственные связи штаммов молочнокислых бактерий рода Lactobacillus
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Рис. 3. Филогенетическое дерево, основанное на анализе структур фрагментов гена 16S rRNA, 
отражающее родственные связи штаммов молочнокислых бактерий рода Lactobacillus

Рис. 4. Филогенетическое дерево, основанное на анализе структур фрагментов гена 16S rRNA, 
отражающее родственные связи штаммов молочнокислых бактерий рода Lactobacillus

Из представленных данных, по харак-
теру последовательностей штаммы можно 
распределить в 2 кластера, один из которых 
составляет культуры Lactobacillus paracasei 
и Lactobacillus casei, нуклеотидные после-
довательности которых характеризуются 
100 %-м сходством. Второй кластер вклю-
чает штамм Lactobacillus zeae, сходство 
последовательностей гена 16S rRNA у ко-
торого составило 99–98 % (рис. 3–4). Как 

видно на рис. 3–4, при филогенетическом 
анализе фрагмента 16S rRNA гена штаммы 
Lactobacillus plantarum № 2 и Lactobacillus 
plantarum № 53Н были объединены в один 
кластер с Lactobacillus casei-paracasei. 
При идентификации в Genе Bank штаммы 
Lactobacillus plantarum № 2 и Lactobacillus 
plantarum № 53Н находятся на одной фило-
генетической ветви, образуемой бактериями 
Lactobacillus paracasei и Lactobacillus casei, 
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что указывает на их принадлежность к од-
ному из этих видов и исключает возмож-
ность отнесения к Lactobacillus plantarum. 
Разграничение видов Lactobacillus paracasei 
и Lactobacillus casei на основании результа-
тов проведенного филогенетического ана-
лиза оказалось невозможным. 

Причиной этого можно считать низкую 
вариабельность нуклеотидных последо-
вательностей генов 16S rRNA. Коллекци-
онные штаммы лактобацилл по результа-
там нашего анализа последовательностей 
их генов 16S rRNA были разделены на  
2 группы. В первую группу Lactobacillus 
plantarum вошел штамм Lactobacillus casei 
№ 139, видовая принадлежность которого 
не соответствует их исходным паспорт-
ным данным, составленным на основа-
нии традиционных микробиологических 
методов исследования. Ко второй груп-
пе Lactobacillus casei-paracasei отнесе-
ны штаммы Lactobacillus plantarum № 2 
и Lactobacillus plantarum № 53Н, у кото-
рых последовательность гена 16S rRNA 
также не соответствует видовому положе-
нию, указанному в паспортных данных. 

В данном исследовании представле-
ны результаты молекулярно-генетической 
идентификации трех штаммов молочно-
кислых бактерий на основе анализа нукле-
отидных последовательностей 16S rRNA 
гена, выделенных из желудочно-кишечного 
тракта здоровых людей. Штаммы молочно-
кислых бактерий были просеквенированы 
и проанализированы.

Сравнение нуклеотидной последователь-
ности генов 16SrRNA коллекционных штам-
мов с таковой международных баз данных 
позволило установить, что штаммы № 139, 
№ 2 и № 53Н, идентифицированные ра-
нее, как штаммы Lactobacillus casei № 139, 
Lactobacillus plantarum № 2 и Lactobacillus 
plantarum № 53Н, на самом деле относятся 
к Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum 
и Lactobacillus pentosus к группе Lactobacillus 
plantarum, а штаммы Lactobacillus paracasei 
и Lactobacillus casei  – к группе Lactobacillus 
casei/paracasei. 

Секвенирование гена 16S rRNA выявило 
высокий уровень гомологии с представите-
лями рода Lactobacillus: штамм Lactobacillus 
casei № 139 – 100 % с Lactobacillus casei, 
Lactobacillus plantarum и Lactobacillus 
pentosus; а штамм Lactobacillus plantarum 
№ 2 – 100 % с Lactobacillus paracasei 
и Lactobacillus casei. А также штамм, 
Lactobacillus plantarum № 53Н – 100 % 
с Lactobacillus paracasei и Lactobacillus casei. 

Следовательно, сравнительный анализ 
нуклеотидных последовательностей трех 
штаммов молочнокислых бактерий показал 
их высокую идентичность.
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