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При производстве    сметаны,  творо-
га и других кисломолочных продуктов в 
качестве одного из компонентов бактери-
альной закваски используют гомофермен-
тативные мезофильные Lactococcus lactis.  
При типировании штаммов и изолятов  
Lactococcus lactis на подвиды  применяют 
несколько методов, где основным являет-
ся способ, основанный на изучении биоло-
гических и биохимических свойств и сопо-
ставлении полученных данных с данными 
дифференциальной таблицы 17.8. опреде-
лителя микроорганизмов Берджи [1]. Это 
позволяет определить видовую принад-
лежность тестируемых лактококков.  

В последующем рядом  исследовате-
лей были использованы различные спо-
собы дифференциации лактококков, ос-
нованные на анализе ДНК гена  16S rRNA 
Lactococcus lactis. Так  применялся метод, 
основанный на использовании RAPD-PCR 
(random amplified polymorphic DNA) для 
16S rRNA гена. Осуществлялся синтез, за-
тем проводился электрофорез и сравне-

ние  фингерпринтов  данного гена с фин-
герпринтами, полученными  одновремен-
но на референтные штаммы  Lactococcus 
lactis и делалось заключение о принадлеж-
ности исследуемой культуры к subspecies 
lactis  или subspecies cremoris [2].

Другим приемом  для определе-
ния  видовой принадлежности явля-
ется   RFLP(restriction fragment length 
polymorphisms) анализ,  включающий  син-
тез  олигонуклеотидных праймеров  на  
ген gadB  Lactococcus lactis subspecies lactis, 
проведение ПЦР, гидролиз эндонуклеазой  
рестрикции AseI и  электрофорез. Затем 
сравниваются   паттерны  данного гена с 
паттернами, полученными  одновремен-
но на референтные штаммы  Lactococcus 
lactis subspecies lactis, делается заключение 
о принадлежности исследуемой культу-
ры [3].  В другом варианте специфичность 
полученных паттернов  для  subspecies 
cremoris и subspecies lactis подтверждалась 
гибридизацией в не радиоактивном вари-
анте. [4]. 
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К недостаткам вышеназванных мето-
дов можно отнести в первом случае не-
обходимость проведения большого чис-
ла биохимических дифференцирующих 
тестов, а во втором – при идентификации 
культуры лактококков помимо постанов-
ки ПЦР необходимо осуществлять гидро-
лиз ампликонов эндонуклеазами, гибриди-
зацию с ДНК-зондом и сравнение с рефе-
рентными культурами, что обуславливает  
длительность процесса тестирования и вы-
сокую его стоимость.      

Целью наших исследований было раз-
работать способ мономорфного марки-
рования нуклеотидных последовательно-
стей  при помощи специфических синте-
тических олигонуклеотидных праймеров в 
ПЦР с   использованием   в   качестве мо-
лекулярной   мишени   ДНК генов транспо-
зонов Lactococcus lactis subspecies lactis  и 
Lactococcus lactis subspecies cremoris.

Материалы и методы исследования
Исследованию были подвергнуты 

культуры Lactococcus lactis, выделенные в 
разные годы в лаборатории микробиоло-
гии  ГБНУ СибНИИС Россельхозакаде-
мии (г. Барнаул). Для выделения ДНК с по-
мощью 10%  STAB брали суспензии штам-
мов и культур, выращенных на питатель-
ном бульоне из гидролизованного молока 
(БГМ).

Выбор специфических праймеров осу-
ществляли на основе выбранных фрагмен-
тов ДНК, характерных  для  Lactococcus 
lactis subspecies lactis  и subspecies cremoris, 
при анализе полных геномов референт-
ных штаммов,  представленных в базе дан-
ных GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
GenBank Search.html). Химический син-
тез праймеров осуществляли амидофос-
фитным методом на автоматическом син-
тезаторе ASM-102U (Biosset Ltd, Новоси-
бирск). Концентрацию олигонуклеотид-
ных праймеров в маточном растворе опре-
деляли спектрометрическим методом.

Постановку ПЦР проводили на ам-
плификаторах «Бис» М-105. О результа-
тах судили по размеру синтезированного 
фрагмента ДНК, мигрирующего в 1,0%-
м геле агарозы при силе тока 35–40 мА. 
В качестве маркера использовали ДНК 
pBLSKII(+), гидролизованную MspI. До-
кументирование полученных результатов 
проводили  с помощью цифровой фотока-
меры. 

Секвенирование ампликонов выпол-
нили по двум цепочкам ДНК,  используя 
общепринятые методики Т. Маниатис, Э. 
Фрич, Д. Сэмбрук [5]  и  Максама-Гилбер-

та [6]. 
Результаты и обсуждение
Праймеры.  Поиск специфиче-

ских праймеров осуществляли на осно-
ве выбранных фрагментов ДНК генов 
транспозонов, характерных  только для  
Lactococcus lactis subspecies cremoris и, со-
ответственно, для subspecies lactis. Прове-
ли анализ  полных геномов референтных 
штаммов Lactococcus  lactis  ssp. cremoris: 
MG1363, NZ9000, SK11, и ssp. lactis: IL1403, 
KF147, CRL264, представленные в базе дан-
ных GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
GenBank Search.html).  Выбранные фраг-
менты  ДНК тестировали с помощью про-
граммы Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast). Окончательный выбор праймеров 
12F-12R для ssp. cremoris и 83F-83R для ssp. 
lactis  основывался на следующих критери-
ях: высокий  уровень сходства соответству-
ющих специфических фрагментов ДНК 
Lactococcus  lactis  subspecies(ssp.) cremoris 
и Lactococcus lactis subspecies(ssp.) lactis с 
ДНК различных штаммов этой бактерии. 
Олигонуклеотиды были  комплементар-
ны последовательностям специфических 
фрагментов ДНК ssp. cremoris и  ssp. lactis, 
не образовывали димеры. 

Выделение ДНК.  При выделении из 
бактериальной культуры  лактококков 
клетки осаждали в бляшку центрифугиро-
ванием 1-2 мин при 5500-6000 об/мин.  На-
досадочную жидкость удаляли.   50 мкл 
культуры  добавляли к 350 мкл подогре-
того до +80ºС 10% STAB, перемешива-
ли и инкубировали 30 минут. Экстрагиро-
вание  ДНК проводили с помощью сме-
си фенол/хлороформ/изоамиловый спирт 
(25:24:1). Из водной фазы ДНК осаждали 
двумя объемами этанола, затем высушива-
ли при +37ºС в течение 25 мин и растворя-
ли в 40 мкл автоклавированной   бидистил-
лированной воды.

Проведение полимеразной цепной ре-
акции.

 Состав реакционной смеси для каж-
дой исследуемой пробы ДНК 2,5 мкл 10х 
буфера (650 мМ трис-HCl pH 8,9; 160 мМ 
(NH)4SO4; 30 мМ MgCl;  0,5% Tvin-20); 2,5 
мкл  2,5 мМ dNTP,  2,5 мкл 0,25 мкМ каждо-
го праймера; 0,5 мкл 2,5 е.а. Taq-ДНК  по-
лимеразы; 2-3 мкл пробы ДНК и  автокла-
вированной бидистиллированной воды до 
25 мкл.  Температурный режим проведения 
ПЦР: прогревание реакционной смеси при 
95°С в течение 3 мин – 1 цикл, затем дена-
турация при 94°C  0,2 мин, отжиг при 60°C 
0,2 мин, элонгация при 72°C 0,4 мин – 40 ци-
клов и досинтез при 72°С в течение 0,8 мин 
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– 1 цикл. 
Определение размера продуктов ПЦР. 

Продукты ПЦР визуализировали   мето-
дом электрофореза в 0,5х трис-боратном 
буфере, который  проводили в 1%-ном ге-
ле агарозы с бромистым этидием при силе 
тока  40 мА в течение 25–30 мин.   12,5 мкл 
продуктов ПЦР смешивали с 3 мкл буфе-
ра  для нанесения   и вносили в лунки геля  
под электрофорезный буфер. Электрофо-

рез проводили до тех пор, пока краситель 
пройдет от старта  не  менее   2,5-3,5 см  ге-
ля  (примерно  35  минут).  Результаты учи-
тывали с помощью трансиллюминатора, 
просматривая  гель в ультрафиолетовом 
свете с длиной волны 254 нм. Анализ счи-
тали положительным, если размер ампли-
кона соответствовал ожидаемому размеру 
фрагмента ДНК ssp. lactis в 449 н.п., а фраг-
мента ДНК ssp. cremoris – в 334 н. п.

 5 

 Таблица  –  Результаты  исследований по определению специфичности 
ПЦР    по   выявлению   Lactococcus    lactis  ssp. cremoris  и   ssp.   lactis 

 
№ 

п/п 

 

Наименование культуры     

ПЦР с праймерами  

ssp. cremoris 

12F -12R 

ssp.s lactis 

83F- 83R 

1 Staphylococcus aureus Отрицательно Отрицательно 

2 Staphylococcus albus Отрицательно Отрицательно 

  3 Streptococcus epidermitis Отрицательно Отрицательно 

4 Streptococcus pyogenes  Отрицательно Отрицательно 

5 Escherihia coli Отрицательно Отрицательно 

6 Proteus vulgaris Отрицательно Отрицательно 

7 Streptococcus  termophilus 124 
     Коллекция ГНУ СибНИИС  

Отрицательно Отрицательно 

8 Streptococcus  termophilus 28-2 
     Коллекция ГНУ СибНИИС  

Отрицательно Отрицательно 

9 Lactoc. lactis ssp. lactis 174 
Коллекция ГНУ СибНИИС 

Отрицательно Положительно 

10 Lactoc. lactis ssp. cremoris  С9182 
Коллекция ГНУ СибНИИС 

Положительно Отрицательно 

11   Lactoc. lactis ssp. cremoris 1614 
Коллекция ГНУ СибНИИС 

Положительно  Отрицательно 

 12     Lactoc. lactis ssp. cremoris  3М-5 
Коллекция ГНУ СибНИИС 

Положительно Отрицательно 

13 Lactoc. lactis ssp. cremoris Е8 
Коллекция ГНУ СибНИИС, Барнаул 

Положительно Отрицательно 

14 Lactoc. lactis ssp. lactis №49 
Коллекция ГНУ СибНИИС, Барнаул 

Отрицательно Положительно 

15 Lactoc. lactis ssp. lactis 283 
Коллекция ГНУ СибНИИС, Барнаул 

Отрицательно Положительно 

16 Lactoc. lactis ssp. lactis 344-4 
Коллекция ГНУ СибНИИС, Барнаул 

Отрицательно Положительно 

17 Lactoc. lactis ssp. lactis  430-4 
Коллекция ГНУ СибНИИС, Барнаул 

Отрицательно Положительно 

18 Lactococcus lactis subsp. lactis 505-2 
Коллекция ГНУ СибНИИС, Барнаул 

Отрицательно Положительно 

19 Lactobac. acidophilus La 5 
Коллекция ГНУ СибНИИС 

Отрицательно Отрицательно 

20    Lactobac. delbr. ssp. bulgaricus 630 
Коллекция ГНУ СибНИИС 

Отрицательно Отрицательно 

21 Дистиллированная вода Отрицательно Отрицательно 
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Определение специфичности ПЦР.     
Обобщенные результаты серии исследова-
ний по определению специфичности ПЦР  
с   праймерами 12F-12R и  83F-83R пред-
ставлены в таблице, которые  показывают, 
что по¬ложительные анализы    продуктов    
ПЦР   получали   только    тогда,    ког-
да  в качестве матрицы использовали ДНК 
фрагмента  генов tranposase, характерные 
только для  Lactococcus  lactis  ssp. cremoris 
и, соответственно, для Lactococcus lactis 
ssp. lactis.   Анализы были отрицательны-
ми, когда использовали ДНК других бак-
терий. 

Для подтверждения специфичности 
синтезируемых фрагментов ДНК, харак-
терных для  Lactococcus lactis ssp. cremoris,    
наработали  их с   праймерами 12F-12R на  
матрице  ДНК штамма  Lactococcus lactis 
ssp. cremoris str. 3М-5.   Аналогично по-
ступили с фрагментами для Lactococcus 
lactis ssp. Lactis, полученных с   праймера-
ми 83F-83R   на  матрице  ДНК штамма  
Lactococcus lactis ssp. lactis str. 49 . Затем    
провели  их секвенирование.

Анализ  нуклеотидных последователь-

ностей синтезируемых ампликонов с  помо-
щью праймеров 12F-12R и 83F-83R  прове-
ли методом выравнивания с опубликован-
ными  последовательностями полных ге-
номов референтных штаммов Lactococcus 
lactis ssp. cremoris и ssp. lactis (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/ GenBank Search.html). 
Установили,  что   рассматриваемые   ну-
клеотидные последовательности ампли-
конов исследуемых штаммов Lactococcus 
lactis ssp. cremoris str. 3М-5  и Lactococcus 
lactis ssp.  lactis str. 49   совпадали соответ-
ственно с опубликованными нуклеотидны-
ми последовательностями  референтных 
штаммов.

Таким образом,  разработанные син-
тетические  олигонуклеотидные прай-
меры 12F-12R и 83F-83R для выявления 
фрагментов ДНК, характерных только 
для  Lactococcus lactis subspecies cremoris и 
Lactococcus lactis subspecies lactis обладают 
специфичностью и позволяют проводить 
дифференциацию на подвиды штаммов и 
культур Lactococcus lactis, используемых в 
заквасочных культурах при производстве 
кисломолочных продуктов.  

Резюме:  Разработанные синтетические  олигонуклеотидные праймеры 12F-12R и 83F-83R для 
выявления  Lactococcus lactis subspecies cremoris и Lactococcus lactis subspecies lactis обладают 
специфичностью и позволяют проводить дифференциацию на подвиды штаммов Lactococcus 
lactis, используемых в заквасочных культурах при производстве кисломолочных продуктов.  

SUMMARY    
 The developed synthetic oligonucleotide primers 12F-12R, and 83F-83R to detect DNA fragments unique to 
the Lactococcus lactis subspecies cremoris and Lactococcus lactis subspecies lactis possess specificity and allow 
differentiation to the subspecies strains and cultures Lactococcus lactis, starter cultures used in the manufacture of 
dairy products .

Keywords: strain, culture, Lactococcus lactis subspecies cremoris, subspecies lactis, DNA, PCR primer.
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