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ГЕНОТИПИРОВАНИЕ ГАЗО- И АРОМАТОБРАЗУЮЩИХ 
ЗАКВАСОЧНЫХ КУЛЬТУР С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ МОЛЕКУЛЯРНЫХ МЕТОДОВ

Аннотация. Представлены результаты исследований разрешающей способности методов RAPD- и Rep-ПЦР 
для выявления генетической гетерогенности газо- и ароматобразующих молочнокислых бактерий, выделенных 
из сырого молока. Изучение типирующей способности Rep-ПЦР в отношении лейконостоков показало, что изоляты, 
выделенные из разных природных источников, образуют отличающиеся профили ампликонов при использовании 
праймеров BOXA1R, BOXA2R, ERIC2-1. Типирующая способность Rep-ПЦР в отношении изолятов диацетильного 
лактококка выявлена только с праймерами BOXA2R и ERIC2-1. Метод RAPD-ПЦР обладает типирующей способностью 
в отношении лейконостоков при использовании праймеров XD8, P15, P16 и RAPD-mes. Анализ профилей фрагментов 
изолятов диацетильного лактококка, полученных с помощью RAPD-ПЦР с праймерами XD8 и Р16, подтвердил спо
собность метода выявлять гетерогенность внутри биоварианта Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis. 
Результаты исследований используются для выделения новых штаммов и пополнения Республиканской коллекции про
мышленных штаммов заквасочных культур и их бактериофагов РУП «Институт мясо-молочной промышленности». 
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Abstract. The article presents the results of studies on the resolving power of the RAPD and Rep-PCR methods for revealing 
the genetic heterogeneity of gas- and aroma-forming lactic acid bacteria isolated from raw milk. The study of the typing ability 
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Введение. Производство ферментированных молочных продуктов базируется на использова-
нии заквасок на основе комбинаций молочнокислых микроорганизмов разных таксономических 
групп. Получение готовых продуктов с заданным комплексом характеристик во многом опреде-
ляется составом и свойствами применяемых микроорганизмов. Наиболее часто для производ-
ства молочных продуктов (в частности, творога, сметаны, сыра и др.) применяют бактериаль- 
ные закваски, в состав которых входят штаммы лактококков (Lactococcus lactis subsp. cremoris, 
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis), термофильного 
стрептококка (Streptococcus salivarius subsp. thermophilus) и лейконостоков: Leuconostoc lactis 
и Leuconostoc mesenteroides, который включает три подвида: dextranicum, mesenteroides, cremoris.

Газо- и ароматобразующие микроорганизмы (лейконостоки и диацетильный лактококк) про-
дуцируют в ферментируемое сырье продукты метаболизма, обладающие специфическим вкусом 
и запахом, которые придают аромат молочному сгустку. Вкус и аромат зависят от различных 
эфиров, возникающих при взаимодействии спиртов и органических кислот, образуемых микро-
организмами. Leuconostoc mesenteroides является активным продуцентом уксусной, молочной, 
муравьиной, пировиноградной кислот и ацетоина [1–4]. 

Доказано, что Leuconostoc mesenteroides продуцируют бактериоцины, которые рассматривают-
ся как современная альтернатива антибиотикам по причине селективного подавления роста пато-
генной микрофлоры, не оказывая отрицательного воздействия на представителей нормофлоры [5, 6]. 
Поэтому штаммы Leuconostoc используются в молочной промышленности для предотвращения 
роста патогенных микроорганизмов, а также для производства пробиотиков и биологически ак-
тивных добавок1 [7].

Одной из отличительных особенностей Lactococcus lactis subsp. diacetylactis является способ-
ность продуцировать фермент цитритазу, которая расщепляет цитраты с образованием диоксида 
углерода (СО2 ) и ароматических веществ – ацетоина и диацетила. Диацетил имеет особое значе-
ние для ароматизации масла, а также важен как ароматизирующий компонент в сливках, пахте 
и различных сортах свежего сыра [8]. Благодаря газообразующей микрофлоре молочный сгусток 
содержит углекислый газ, что обеспечивает всплытие творога при отваривании. В кисломолоч-
ных напитках присутствие диоксида углерода в известной степени улучшает вкус, придавая про-
дукту легкий пикантный привкус [3]. Газообразующая микрофлора также важна для формирова-
ния глазков во многих видах сыра, кроме того, лейконостоки оказывают сильное влияние на орга-
нолептические показатели сыра.

Выделение чистых культур молочнокислых бактерий является основой по созданию и под-
держанию отраслевых коллекций микроорганизмов. Для изготовления ассортимента заквасок 
и обеспечения их стабильных функциональных характеристик необходимо постоянно обеспечи-
вать ротацию заквасочных штаммов, что связано как с изменением биологических свойств заква-
сочных микроорганизмов при их длительном культивировании и хранении, так и с разнообразием 
бактериофагов на молокоперерабатывающих предприятиях. Развитие молокоперерабатывающей 
промышленности как основного потребителя заквасок ставит новые задачи по обеспечению на-
правленности технологических процессов ферментации сырья, а также получению продукции 
со стабильными показателями качества и определенными органолептическими характеристика-
ми [9]. Этим обусловлена необходимость постоянного выделения чистых культур молочнокислых 
бактерий с целью получения производственно ценных штаммов заквасочных микроорганизмов. 

Важнейшей задачей при выделении производственно ценных штаммов заквасочных культур 
является их точная таксономическая идентификация. Современные исследования показывают, 
что в последние годы идентификация микроорганизмов только на основании морфологических, 
культуральных и физиолого-биохимических признаков стала недостоверной, так как было уста-
новлено, что многие виды молочнокислых бактерий обладают высоким уровнем фенотипической 
изменчивости. Указанные признаки дают только предварительные сведения о систематическом 
положении данного микроорганизма и часто не позволяют отнести его к определенному виду. 

1 Патент RU 2273662, МПК C12N 1/20 (2006.01), A23C 9/12 (2006.01), C12R 1/01 (2006.01). Консорциум микроорга-
низмов пробиотического действия: № 2004118804/13: заявлено 22.06.2004: опубл. 10.04.2006 / Рожков А. В., Шеста- 
ков А. И.; заявители: Рожков А. В., Шестаков А. И. Бюл. № 10.
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Для более точной идентификации микроорганизмов необходимо использовать различные моле-
кулярно-генетические методы [10, 11]. 

В специализированных коллекциях поддерживается большое число промышленно ценных 
штаммов ограниченного количества видов. Важной задачей является сохранение их внутривидо-
вого разнообразия. Выбор штаммов для включения в коллекционный фонд проводится на осно-
вании анализа экологических особенностей (место, время, объект выделения), фено- и генотипиче-
ских диагностических свойств, внесенных в паспорт штамма. Для отбора культур в коллекцион-
ный фонд важно использование дополнительных тестов, которые позволяют дифференцировать 
разные штаммы одного вида или подвида [12]. 

В настоящее время для оценки гетерогенности микроорганизмов используют методы геноти
пирования, которые можно разделить на несколько групп: фрагментный анализ ДНК, прямые 
методы (на основе секвенирования специфичных участков ДНК, ДНК-микрочипы, полногеномное 
секвенирование) и косвенные методы (электрофорез в денатурирующей системе, анализ кривых 
плавления). Фрагментный анализ ДНК включает различные методы получения фингерпринтов: 
гель-электорофорез в пульсирующем поле (PFGE – Pulsed Field Gel Electrophoresis), анализ по
лиморфизма рестрикционнных фрагментов (RFLP – Restriction Fragment Length Polymorphism), 
полиморфизм произвольно амплифицированных фрагментов ДНК (RAPD – Random Amplification 
of Polymorphic DNA), амплификацию повторяющихся последовательностей экстрагенных полин
дромов, многолокусный анализ вариабельного числа копий тандемных повторов (MLVA – Multiple 
Locus Variable Number Tandem Repeats Analysis); анализ полиморфизма амплифицированных 
фрагментов (AFLP – Amplifield Fragment Length Polymorphism) удачно совмещает возможности 
эндонуклеаз, рестрикции и амплификации [13].

Дифференцирующие возможности, определяющие способность метода различать бактериаль-
ные штаммы конкретного вида, являются одним из наиболее важных критериев для выбора ме-
тода генотипирования объекта исследования. Такими свойствами, например, обладают молеку-
лярные маркеры RAPD-ПЦР и AFLP, которые позволяют оценить стабильность штаммов мик
роорганизмов при ведении коллекций и производстве бактериальных препаратов. Разрешающая 
способность метода зависит от многих факторов, среди которых ключевую роль играет выбор 
наиболее информативного участка генома. Кроме того, большинство методов генотипирования 
проявляют специфичность по отношению к бактериальным штаммам, вследствие чего они с раз-
личной эффективностью дифференцируют тот или иной вид. Воспроизводимость результатов 
генотипирования является важным требованием к методу ДНК-фингерпринта, обычно результа-
ты фрагментарного анализа ДНК труднее воспроизвести и сравнить между лабораториями, чем 
результаты генотипирования, основанного на секвенировании последовательностей ДНК [13].

Цель настоящей работы – изучение разрешающей способности методов RAPD- и Rep-ПЦР 
для выявления генетической гетерогенности газо- и ароматобразующих молочнокислых бакте-
рий, выделенных из сырого молока. 

Материалы и методы исследований. Исследования по изучению разрешающей способности 
методов RAPD- и Rep-ПЦР для генотипирования изолятов заквасочных культур проводили в отделе 
биотехнологий РУП «Институт мясо-молочной промышленности» в 2021–2023 гг. В работе исполь-
зовали изоляты лейконостоков и диацетильного лактококка, выделенные из природных источников 
в рамках выполнения мероприятия 100 (93) «Разработать технологию получения газо- и ароматобра-
зующих микроорганизмов на основе методов молекулярно-генетического типирования и освоить 
производство заквасок для творога с их использованием» подпрограммы «Инновационные био-
технологии» Государственной программы «Наукоемкие технологии и техника» на 2021–2025 годы. 

Бактериальные культуры выращивали в жидкой среде MRS [14]. Выделение ДНК из бак- 
териальных клеток проводили с использованием коммерческого набора «АртДНК MiniSpin» 
(ООО «АртБиоТех», Республика Беларусь) согласно инструкции производителя. Для проведения 
амплификации использовали реактивы и праймеры производства ОДО «Праймтех» (Республика 
Беларусь).

Для Rep-ПЦР использовали праймеры ERIC2-1, ERIC IR1, BOX A1R и BOX A2R. Для RAPD-ПЦР 
использовали праймеры P15, P16, XD8 и XD9, (GTG)5 и RAPD-mes (только для Leuconostoc). Про
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дукты амплификации смешивали с интеркалирующим красителем UView 6x Loading Dye (Bio-Rad) 
и разделяли с помощью электрофореза в 1,5%-м агарозном геле с использованием 1Х TAE буфера. 
Для документирования результатов электрофореза использовали систему GelDoc XR+ (Bio-Rad). 
Размеры фрагментов ДНК устанавливали на основании их электрофоретической подвижности 
в геле, в качестве маркеров молекулярного веса использовали M1Kb и М100bp (ОДО «Праймтех», 
Республика Беларусь).

Кластерный анализ полученных ПЦР-профилей осуществляли с помощью программы TREECON 
for Windows (версия 1.3b). Бинарные матрицы исходных данных создавали вручную после визуа-
лизации гелей, обозначая присутствие фрагмента как 1, а его отсутствие – 0. Анализ осущест-
вляли методом невзвешенного попарного среднего (UPGMA). Бутстрап вычисляли по выборке 
из 100 деревьев. Критерием устойчивости кластера считали значение бутстрапа выше 60.

Результаты и их обсуждение. Анализ литературных данных показал, что для генотипирова-
ния Leuconostoc mesenteroides чаще применяют Rep-ПЦР (амплификация повторяющейся экстра-
генной палиндромной ДНК) и RAPD-ПЦР (ПЦР с неспецифическими праймерами). Эти методы 
основаны на использовании коротких праймеров, число и расположение сайтов связывания таких 
неспецифических праймеров различаются среди бактерий разных видов и различных штаммов 
одного вида, что позволяет по профилю образуемых ПЦР-фрагментов выявлять генетическое 
различие/сходство микроорганизмов [15, 16].

Геномы прокариот характеризуются наличием нескольких категорий повторяющихся после-
довательностей, таких как гены рРНК, тРНК, IS-элементы, а также прямые повторяющиеся по-
следовательности, локализованные в некодирующих регионах или Rep-участках. Праймеры ERIC, 
соответствующие последовательностям Rep-повторов E.coli, успешно используют для анализа 
меж- и внутривидовых различий бактериальных геномов. Генетические перестройки приводят 
к тому, что в ходе ERIC-ПЦР могут образовываться профили ампликонов, которые отличаются 
не только у разных видов микроорганизмов, но и у представителей одного вида [17].

Для анализа разрешающей способности методов Rep- и RAPD-ПЦР отобраны 6 изолятов 
лейконостоков (р1601/1-7-7, р1656/1-2-1, р1618/1-2, р1613/2-1-5, р1736/1-1, р1766/2-2) и 4 изолята диа-
цетильного лактококка (р1607/2-5-7, р1609/1-3-2, р1604/1-9-7, р1606/1-2-8), выделенные из сырого 
молока из разных регионов Республики Беларусь (табл. 1).

Т а б л и ц а  1.  Изоляты лейконостоков и диацетильного лактококка, 
отобранные для исследований разрешающей способности методов Rep- и RAPD-ПЦР

T a b l e  1.  Leuconostoc and diacetyl lactococcus isolates selected 
for studies of the resolving power of the Rep- and RAPD-PCR methods

Номер 
изолята Источник выделения Видовая принадлежность

р1601/1-7-7 Молоко сырое, ОАО «Городея», д. Большая Лысица, Несвижский р-н, Мин
ская обл. Leuconostoc mesenteroides

р1613/2-1-5 Молоко сырое, ОАО «Щорсы», д. Щорсы, Новогрудский р-н, Гродненская обл. Leuconostoc mesenteroides

р1618/1-2 Молоко сырое, СРДУП «Свитязь», д. Валевка, Новогрудский р-н, Гроднен
ская обл. Leuconostoc mesenteroides

р1656/1-2-1 Молоко сырое, СПК АК «Снов», д. Снов, Несвижский р-н, Минская обл. Leuconostoc mesenteroides

р1736/1-1 Молоко сырое, Барановичский молочный комбинат, г. Барановичи, Брест
ская обл. Leuconostoc mesenteroides

р1766/2-2 Молоко сырое, ОАО «Комаровка», аг. Томашовка, Брестский р-н, Брест- 
ская обл. Leuconostoc mesenteroides

р1604/1-9-7 Молоко сырое, СК «Острошицы», д. Веснино, Логойский р-н, Минская обл. Lactococcus lactis subsp. 
lactis bv. diacetylactis

р1606/1-2-8 Молоко сырое, СПК «Агрокомбинат Снов», д. Новый Снов, Несвижский р-н, 
Минская обл.

Lactococcus lactis subsp. 
lactis bv. diacetylactis

р1607/2-5-7 Молоко сырое, СПК «Агрокомбинат Снов», д. Сычи, Несвижский р-н, Мин
ская обл.

Lactococcus lactis subsp. 
lactis bv. diacetylactis

р1609/1-3-2 Молоко сырое, ОАО «Смолевичи Бройлер», филиал «Смолевичи Дэйриз», 
Смолевичский р-н, Минская обл.

Lactococcus lactis subsp. 
lactis bv. diacetylactis
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Видовая принадлежность исследуемых культур подтверждена результатами ПЦР со специфичными 
праймерами Lmes-f (5́ -AACTTAGTGTCGCATGAC-3́ ) и Lmes-r (5́ -AGTCGAGTTACAGACTACAA-3́ ), 
размер ПЦР-продукта – 1 150 п. н., опубликованными в работе [18].

Анализ профилей фрагментов, полученных с помощью Rep-ПЦР с праймерами ERIC  I1R, 
ERIC2-1, BOXA1R и BOXA2R, показал, что метод обладает типирующей способностью и позволяет 
выявлять гетерогенность внутри вида Leuconostoc mesenteroides (рис. 1). При использовании прайме
ров BOXA1R и BOXA2R все исследуемые изоляты отличаются профилями фрагментов Rep-ПЦР.

При использовании праймеров ERIC I1R и ERIC2-1 большее количество ампликонов образует
ся с праймером ERIC2-1 по сравнению с ERIC I1R. Кроме того, с праймером ERIC2-1 для каждого 
изолята лейконостоков образуется уникальный профиль, в отличие от праймера ERIC I1R, с которым 
два изолята (р1613/2-1-5 и р1766/2-2) из шести имеют схожий паттерн (см. рис. 1).

Анализ профилей фрагментов разных изолятов диацетильного лактококка, полученных 
с праймерами BOXA1R и BOXA2R, позволил установить, что с праймером BOXA1R образуются 
практически идентичные профили у всех исследуемых культур. В то же время с праймером BOXA2R 
у всех изолятов образуются различные профили ампликонов. С праймерами ERIC I1R и ERIC2-1 
образуются схожие профили у изолятов р1606/1-2-8 и р1609/1-3-2 (рис. 2).

Рис. 1. Электрофоретические профили продуктов Rep-ПЦР лейконостоков с праймерами BOXA1R, BOXA2R, 
ERIC I1R и ERIC2-1; М1 – маркер молекулярного веса M1Kb; М2 – маркер молекулярного веса М100bp; 

К- – отрицательный контроль

Fig. 1. Electrophoretic profiles of Rep-PCR products of leuconostocs with primers BOXA1R, BOXA2R, ERIC I1R 
and ERIC2-1; M1 – molecular weight marker M1Kb; M2 – molecular weight marker M100bp; K- – negative control
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Анализ профилей фрагментов, полученных с помощью RAPD-ПЦР с праймерами P15, P16, 
XD8, XD9, (GTG)5, RAPD-mes, подтвердил типирующую способность метода выявлять гетеро
генность внутри вида Leuconostoc mesenteroides (рис. 3). При использовании праймеров XD8, 
P16, (GTG)5, RAPD-mes все исследуемые изоляты отличаются профилями ампликонов. С прайме
ром P15 только у двух изолятов Leuconostoc mesenteroides образуются идентичные профили ампли
конов (р1613/2-1-5 и р1766/2-2). Все остальные изоляты имеют уникальные профили амплико- 
нов. Наименьшее количество ампликонов у всех изолятов образуется с праймером XD9. Праймер 
RAPD-mes, благодаря тому что разработан специально для типирования лейконостоков, позво
ляет получать хорошо читаемые электрофореграммы.

Анализ профилей фрагментов изолятов диацетильного лактококка, полученных с помощью 
RAPD-ПЦР, показал, что метод обладает типирующей способностью и позволяет выявлять гете-
рогенность внутри биоварианта только с праймерами XD8, XD9 и Р16 (рис. 4). Наибольшее ко-
личество четких ампликонов наблюдается с праймером XD8. С праймером P15 получены схожие 
профили ампликонов для изолятов р1604/1-9-7, р1606/1-2-8, р1609/1-3-2. С праймером (GTG)5 по-
лучены схожие профили ампликонов для изолятов р1604/1-9-7, р1606/1-2-8, р1607/2-5-7.

Таким образом, для всех исследуемых культур лейконостоков уникальные профили фрагмен-
тов получены при проведении Rep-ПЦР с праймерами ERIC2-1, BOXA1R и BOXA2R, для изолятов 
диацетильного лактококка – с праймерами BOXA2R и ERIC2-1.

Рис. 2. Электрофоретические профили продуктов Rep-ПЦР диацетильного лактококка с праймерами BOXA1R, 
BOXA2R, ERIC I1R и ERIC2-1; М1 – маркер молекулярного веса M1Kb; М2 – маркер молекулярного веса М100bp; 

К- – отрицательный контроль 

Fig. 2. Electrophoretic profiles of Rep-PCR products of diacetyl lactococcus with primers BOXA1R, BOXA2R, ERIC I1R 
and ERIC2-1; M1 – molecular weight marker M1Kb; M2 – molecular weight marker M100bp; K- – negative control
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Рис. 3. Электрофорез продуктов RAPD-ПЦР лейконостоков с праймерами XD8, XD9, P15, P16 и (GTG)5; 
М1 – маркер молекулярного веса M1Kb; М2 – маркер молекулярного веса М100bp; К- – отрицательный контроль

Fig. 3. Electrophoresis of RAPD-PCR products of leuconostocs with primers XD8, XD9P15, P16 and (GTG)5; 
M1 – molecular weight marker M1Kb; M2 – molecular weight marker M100bp; K- – negative control

Рис. 4. Электрофорез продуктов RAPD-ПЦР диацетильного лактококка с праймерами XD8, XD9, P15, P16 и (GTG)5; 
М1 – маркер молекулярного веса M1Kb; М2 – маркер молекулярного веса М100bp; К- – отрицательный контроль

Fig. 4. Electrophoresis of RAPD-PCR products of diacetyl lactococcus with primers XD8, XD9 P15, P16 and (GTG)5; 
M1 – molecular weight marker M1Kb; M2 – molecular weight marker M100bp; K- – negative control
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При проведении RAPD-ПЦР лучшая разрешающая способность для лейконостоков установ-
лена при использовании праймеров XD8, P15, P16 и RAPD-mes, для диацетильного лактококка – 
с праймерами XD8 и Р16.

На следующем этапе проведены исследования по выявлению различий по профилю генерируе
мых ампликонов среди изолятов, выделенных как из одного, так и из разных природных источни-
ков. Для типирования отобраны 20 изолятов Leuconostoc mesenteroides из 8 природных источников 
и 10 изолятов Lactococcus lactis subsp. lactis bv. diacetylactis из 4 природных источников (табл. 2).

Т а б л и ц а  2.  Изоляты лейконостоков и диацетильного лактококка, отобранные для генотипирования

T a b l e  2.  Leuconostoc and diacetyl lactococcus isolates selected for genotyping

Номер изолята Источник выделения Видовая принадлежность

р1601/1-4-2 Молоко сырое, ОАО «Городея», д. Большая Лысица, Несвижский р-н, 
Минская обл. Leuconostoc mesenteroidesр1601/1-7-7

р1605/2-3-1 Молоко сырое, ОАО «Новая жизнь», д. Наруцевичи, Несвижский р-н, 
Минская обл. Leuconostoc mesenteroidesр1605/2-5-9

р1613/2-1-2 Молоко сырое, ОАО «Щорсы», д. Щорсы, Новогрудский р-н, Гроднен- 
ская обл. Leuconostoc mesenteroidesр1613/2-1-5

р1618/1-2
Молоко сырое, СРДУП «Свитязь», д. Валевка, Новогрудский р-н, 
Гродненская обл. Leuconostoc mesenteroidesр1618/1-1-2

р1618/1-1-9
р1656/1-2-1 

Молоко сырое, СПК АК «Снов», д. Снов, Несвижский р-н, Минская обл. Leuconostoc mesenteroidesр1656/1-2-6
р1656/1-2-7
р1754/1-2 Молоко сырое козье, д. Большие Прусы, Коыльский р-н, Минская обл. Leuconostoc mesenteroidesр1754/2-1

р1764/2-4 Молоко сырое, ОАО «Агро-Пелище», аг. Пелище, Каменецкий р-н, Брест
ская обл. Leuconostoc mesenteroides

р1766/2-1 
Молоко сырое, ОАО «Комаровка», аг. Томашовка, Брестский р-н, Брест
ская обл. Leuconostoc mesenteroidesр1766/2-2

р1766/2-5
p1604/1-5-2 

Молоко сырое, СК «Острошицы», д. Веснино, Логойский р-н, Минская обл. Lactococcus lactis subsp. 
lactis bv. diacetylactisp1604/1-9-7

p1604/1-3-1
p1606/1-2-8 Молоко сырое, СПК АК «Снов», д. Новый Снов, Несвижский р-н, Мин

ская обл.
Lactococcus lactis subsp. 
lactis bv. diacetylactisp1606/1-4-3

p1607/2-5-7 Молоко сырое, СПК АК «Снов», д. Сычи, Несвижский р-н, Минская обл. Lactococcus lactis subsp. 
lactis bv. diacetylactisp1607/2-6-7

p1609/1-1-7
Молоко сырое, ОАО «Смолевичи Бройлер», филиал «Смолевичи Дэйриз», 
Смолевичский р-н, Минская обл.

Lactococcus lactis subsp. 
lactis bv. diacetylactisp1609/1-3-2

p1609/1-5-4

Типирование проводили с праймерами, отобранными на предыдущем этапе работы: для Rep-
ПЦР использовали праймеры BOXA2R и ERIC2-1 как для лейконостоков, так и для диацетиль-
ного лактококка; при проведении RAPD-ПЦР с лейконостоками использовали праймеры XD8, 
P15, P16 и RAPD-mes, для типирования диацетильного лактококка – праймеры XD8 и Р16.

Для оценки генетического родства исследуемых культур провели кластерный анализ результа-
тов генотипирования при помощи программы TREECON for Windows (версия 1.3b) [19]. Резуль
таты анализа представлены на рис. 5 и 6 в виде филогенетических деревьев.

В результате анализа электрофореграмм, полученных с использованием праймеров BOXA2R 
и ERIC2-1, установлено, что не все исследуемые изоляты лейконостоков, выделенные из одного при-
родного источника, имеют идентичные профили ампликонов. Так, изолят р1618/1-2 имеет про- 
фили фрагментов, отличные от профилей изолятов р1618/1-1-2 и р1618/1-1-9, а изоляты р1613/2-1-2 
и р1613/2-1-5 различаются профилями фрагментов, полученными в результате Rep-ПЦР с обоими 
праймерами. 
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В результате анализа электрофореграмм, полученных при проведении RAPD-ПЦР с прайме-
рами XD8, P15, P16 и RAPD-mes, выявлены различия в профилях фрагментов для изолятов лейко-
ностоков р1618/1-2, р1618/1-1-2 и р1618/1-1-9, а также для изолятов р1613/2-1-2 и р1613/2-1-5 (рис. 6). 
Таким образом, результаты исследований показали, что комбинированное использование Rep-ПЦР 
и RAPD-ПЦР повышает достоверность типирования изолятов лейконостоков.

В результате типирования культур диацетильного лактококка методами RAPD-ПЦР и Rep-ПЦР 
выявлены различия между изолятами, выделенными из одного природного источника (рис. 7, 8), 
что позволяет использовать их совместно при создании бактериальных консорциумов.

Заключение. В настоящее время для оценки гетерогенности микроорганизмов широко исполь
зуют различные методы генотипирования. Разрешающая способность метода зависит от многих 
факторов, главный из которых – выбор наиболее информативного участка генома. Кроме того, 
большинство методов генотипирования проявляют специфичность по отношению к бактериальным 
штаммам, вследствие чего они с различной эффективностью дифференцируют тот или иной вид. 

Изучение типирующей способности Rep-ПЦР в отношении лейконостоков показало, что изо
ляты, выделенные из разных природных источников, образуют отличающиеся профили амплико
нов с использованием праймеров BOXA1R, BOXA2R, ERIC2-1. Типирующая способность Rep-ПЦР 
в отношении изолятов диацетильного лактококка выявлена только с праймерми BOXA2R и ERIC2-1. 
Метод RAPD-ПЦР обладает типирующей способностью в отношении лейконостоков с использо
ванием праймеров XD8, P15, P16 и RAPD-mes. Анализ профилей фрагментов изолятов диацетиль
ного лактококка, полученных с помощью RAPD-ПЦР, показал, что метод обладает типирующей 
способностью и позволяет выявлять гетерогенность внутри биоварианта Lactococcus lactis subsp. 
lactis biovar. diacetylactis с праймерами XD8 и Р16. 

Рис. 5. Филогенетические деревья, полученные в результате анализа электрофореграмм Rep-ПЦР лейконостоков 

Fig. 5. Phylogenetic trees obtained as a result of the analysis of Rep-PCR electropherograms of leuconostocs
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Рис. 6. Филогенетические деревья, полученные в результате анализа RAPD-ПЦР электрофореграмм лейконостоков

Fig. 6. Phylogenetic trees obtained as a result of the analysis of RAPD-PCR electropherograms of leuconostocs 
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Выявление гетерогенности среди изолятов диацетильного лактококка и лейконостоков с по
мощью комбинированного использования методов Rep-ПЦР и RAPD-ПЦР повышает достовер
ность типирования изолятов, выделенных из природных источников.

Рис. 7. Филогенетические деревья, полученные в результате анализа электрофореграмм Rep-ПЦР лактококков 

Fig. 7. Phylogenetic trees obtained as a result of the analysis of Rep-PCR electropherograms of lactococci

Рис. 8. Филогенетические деревья, полученные в результате анализа электрофореграмм RAPD-ПЦР лактококков

Fig. 8. Phylogenetic trees obtained as a result of the analysis of RAPD-PCR electropherograms of lactococci
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