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ФІЛОГЕНЕТИЧНИЙ АНАЛІЗ НУКЛЕОТИДНОЇ 
ПОСЛІДОВНОСТІ ГЕНА 16S pPHK ПРОБІОТИЧНОГО 

ШТАМУ LACTOBACILLUS SP. 55 

Проведено видову ідентифікацію пробіотичного штаму Lactobacillus sp. 55 на 
основі аналізу нуклеотидних послідовностей гена 16S  рРНК. Встановлено прина-
лежність досліджуваного штаму до виду Lactobacillus gasseri. Нуклеотидна послі-
довність фрагменту гена 16S  pPHK штаму Lactobacillus gasseri 55 задепонована в 
міжнародній базі даних GenBank (NCBI) під номером KT 314159.

K л ю ч о в і   с л о в а: сиквенування гена 16S рРНК, група Lactobacillus del-
brueckii-acidophilus.

Представники роду Lactobacillus займають чільне місце серед молоч-
нокислих бактерій. Багато видів цього роду, особливо виділені з різних 
ділянок шлунково-кишкового тракту (ШКТ) людини, активно використо-
вуються в якості пробіотиків та сприяють оздоровленню організму [14]. 
У даний час значні зусилля направлені на ідентифікацію та відбір штамів 
молочнокислих бактерій (МКБ) з новими корисними властивостями. Су-
часна ідентифікація є важливою складовою характеристики нових шта-
мів-продуцентів перспективних для промислового використання [8].

Протягом багатьох років видова ідентифікація МКБ ґрунтувалась лише 
на вивченні їх морфолого-культуральних та фізіолого-біохімічних ознак. 
Саме за цими характеристиками більшість штамів лактобацил, виділе-
них із ШКТ людей, були віднесені до виду Lactobacillus acidophilus та 
визнані найбільш важливими представниками індігенної мікрофлори 
організму. Подальший розвиток молекулярно-генетичних методів іден-
тифікації мікроорганізмів дозволяє вдосконалювати знання про вже іс-
нуючі види та сприяє відкриттю нових [1, 5, 6, 9, 16]. У 1980 році Johnson 
[11] зі співавторами розділили таксономічно неоднорідну групу мікро-
організмів, раніше ідентифікованих як Lactobacillus acidophilus, на дві 
ДНК-гомологічні групи А і В, які, за даними сучасної таксономії, склада-
ють шість окремих видів: Lactobacillus acidophilus (A1), L. crispatus (A2),  
L. amylovorus (A3), L. gallinarum (A4), L. gasseri (B1) і L. johnsonii (B2). 
Дані види лактобацил відносяться до філогенетичної групи Lactobacillus 
delbrueckii-acidophilus, представники якої фенотипово споріднені [13]. 
Тому, для точної видової ідентифікації представників цієї групи необхід-
но застосовувати новітні молекулярно-генетичні методи, одним з яких є 
аналіз  нуклеотидної послідовності гена 16S рРНК [4, 10, 12].

Зважаючи на зазначене вище, метою даного дослідження була видова 
ідентифікація пробіотичного штаму Lactobacillus sp. 55 на основі аналізу 
нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК.
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Матеріали та методи. Об’єктом дослідження був пробіотично актив-
ний штам Lactobacillus sp. 55, виділений з кишечнику людини. Культиву-
вання штаму проводили 24–48 годин [2] на середовищі MRS за темпера-
тури 37 ºС.

Ідентифікацію штаму Lactobacillus sp. 55 здійснювали шляхом ви-
значення нуклеотидної послідовності ПЛР-фрагментів гена 16S pPHK. 
Бактеріальну ДНК для проведення ПЛР-ампліфікації виділили з культури 
бактерій за допомогою набору реактивів «ДНК-Сорб 100» (Росія) згідно 
інструкції виробника. Для проведення ПЛР-реакції використовували на-
бір реактивів «АмплиСенс PCR» (Росія) та ампліфікатор «Терцик» (Ро-
сія). Об’єм ПЛР-суміші становив 30 мкл. Склад реакційної суміші був на-
ступним: 50 мМ КСl; 10 мМ Трис-HCl; 1,5 мМ MgCl2; 0,1 % Тритон Х-100;  
200 мкМ кожного з нуклеотидів дНТФ; по 100 нг обох праймерів, та  
0,15 одиниць Taq-полімерази. В якості матриці використовували при-
близно 100 нг геномної ДНК. Ген 16S pPHK ампліфікували за допомо-
гою універсальних праймерів рН та рА (табл. 1) [7] за наступних умов: 
початкова денатурація при 95 ºС – 3 хв, 35 циклів: денатурація – 94 ºС –  
1 хв, відпал праймерів при 65 ºС – 1 хв, елонгація при 72 ºС – 2 хв. Про-
дукти ампліфікації розділяли у 1,5 % агарозному гелі з вмістом бромис-
того етидію, за напруженості електричного поля 6 вольт/см протягом  
30 хв, та візуалізували в ультрафіолетовому світлі довжиною хвилі  
315 нм. Електрофоретичний розподіл продуктів реакції проводили в 
камері для горизонтального електрофорезу BioRad PowerPack Basic. 
Для визначення довжини ампліфікантів використовували ДНК маркер  
SM0403 MassRuler DNA Ladder Mix з діапазоном 100–10000 пар нуклео-
тидів (МВІ Fermentas, Литва).

ДНК з необхідного фрагмента виділяли з використанням GeneJet 
Gel Exstraction Kit #K0691 згідно інструкції виробника. Концентрацію  
ДНК  вимірювали  спектрофотометричним  методом  з  використанням  
спектрофотометра  Nano Drop 1000  при  довжині хвилі 260 нм. 

Визначення нуклеотидної послідовності ПЛР-фрагментів проводили 
на генетичному аналізаторі ABІ PRІSM 3130 (Applied Biosystems) з вико-
ристанням набору Bіg Dye® Termіnator v 3.1 Cycle  Sequencing  Kit  (Ap-
plied Biosystems,  США) згідно інструкції виробника.  Побудову зворотно-
го компліменту, редагування, вирівнювання та елаймент послідовностей 
здійснювали за допомогою програм Multalin (http://multalin.toulouse.inra.
fr/multalin/) та Sequence Manipulation Suite (http://www.bioinformatics.org/
sms2/) [17, 18]. Пошук гомологічних нуклеотидних послідовностей ге-
нів 16S рРНК проводили з використанням програми BLAST у базі да-
них GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) [19]. Ідентифікація 

Таблиця 1
Праймери, використані при молекулярно-генетичній ідентифікації

Праймер 5’ - 3’ Нумерація 
по E. сoli

Джерело 
літератури

Довжина 
фрагмента, 
пар нуклео-

тидів
рА AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-27 Devereux, 

2004 1533рН AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 1541-1522



ISSN 0201-8462. Мікробіол. журн., 2016, Т. 78, № 2 15

була здійснена з використанням нуклеотидних послідовностей штамів, 
задепонованих у GenBank, які мають максимальний збіг. Для побудови 
філогенетичних дерев використовували Neighbor-Joining (NJ) метод [19]. 
Додатково в аналіз були включені нуклеотидні послідовності близькоспо-
ріднених видів філогенетичної групи Lactobacillus delbrueckii-acidophilus, 
що задепоновані в міжнародних базах даних. 

Результати та обговорення. В наших попередніх роботах [2, 3] із вміс-
ту дистального відділу кишечнику жінок постменопаузального віку було 
виділено кілька штамів молочнокислих бактерій, серед яких проведено 
скринінг за пробіотичними властивостями. Найперспективнішим для ви-
користання в якості пробіотику виявився штам № 55. За морфолого-куль-
туральними ознаками штам був віднесений нами до роду Lactobacillus, 
оскільки являв собою грампозитивні, нерухливі, неспороутворюючі, ка-
талазо-негативні палички правильної форми (0,4–0,6 х 1,0–15,0 мкм), роз-
ташовані переважно у довгих ланцюжках, рідше поодиноко або парами. У 
рідкому середовищі культура проявляла високу здатність до аутоагрегації 
(17,5 %). Після дослідження ряду фізіолого-біохімічних ознак (табл. 2)  
штаму Lactobacillus sp. 55, було виявлено його значну спорідненість з 
представниками філогенетичної групи Lactobacillus acidophilus [2, 3]. 
Але за даними сучасної таксономії виключно цих даних не достатньо для 
коректної видової ідентифікації даного штаму. Тому, для визначення так-
сономічного положення штаму Lactobacillus sp. 55, нами було проведено 
визначення нуклеотидної послідовності гена 16S pPHK. В результаті було 
отримано ДНК-фрагмент розміром близько 1500 пар нуклеотидів (рис. 
1). Нуклеотидна послідовність фрагменту гена  16S  pPHK відповідала 
штаму Lactobacillus gasseri 55 і була депонована в міжнародній базі даних 
GenBank (NCBI) під номером KT 314159 (рис. 2).

Оцінка ідентичності гена 16S pPHK штаму Lactobacillus sp. 55 із де-
понованими в міжнародній базі даних GenBank аналогічними нуклео-
тидними послідовностями видів, що належать до філогенетичної групи 

Таблиця 2
Фізіолого-біохімічні ознаки деяких видів філогенетичної групи 

Lactobacillus delbrueckii-acidophilus
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Lactobacillus sp. 55* - + + + + + + - + + + + - - + - нд
Lactobacillus gasseri** - + + + + + d - + + + + d d d d 33-35
Lactobacillus 
johnsonii** + + + + + + - - + + + + d d d d 33-35

Lactobacillus 
taiwanensis*** - + + + + + + + + - - - + - + - 35,8

П р и м і т к а: * Дані Огірчук зі співавт. (2013) [2]. ** +, 90 % або більше штамів позитивні; −, 
90 % або більше штамів негативні; d, 11–89 % штамів позитивні (Bergey’s manual, 2009). ***Дані 
Li-Ting Wang et al. (2009) [9, 15, 16] 
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Рис. 1. Електрофоретичний розподіл продуктів ампліфікування гена 16S рРНК 
штаму Lactobacillus sp.55

Рис. 2. Нуклеотидна послідовність фрагмента гена 16S рРНК штаму 
Lactobacillus sp. 55 [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/kt314159]

Lactobacillus acidophilus наведена в таблиці 3. Найвищий рівень іден-
тичності (99 %) нуклеотидних послідовностей 16S pPHK зафіксовано 
з представниками філогенетичної підгрупи В: L. gasseri АТCC 33323,  
L. johnsonii АТCC 33200 та Lactobacillus taiwanensis BCRC 17755. 

Результати філогенетичного аналізу фрагменту гена 16S pPHK, наведе-
ні на філогенетичному дереві (рис. 3), підтверджують належність штаму 
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Таблиця 3
Оцінка гомології нуклеотидних послідовностей фрагмента гена  

16S рРНК штаму Lactobacillus sp. 55 із задепонованими у GenBank 
референтними штамами Lactobacillus sp.

Штам Референтні штами, задепоновані у 
GenBank

Ідентичність послідов-
ностей

% Пар нуклеотидів

Lactobacillus 
sp. 55

Lactobacillus gasseri strain 55 100 1514/1514
Lactobacillus gasseri ATCC 33323 99 1513/1514

Lactobacillus johnsonii АТCC 33200 99 1475/1486
Lactobacillus taiwanensis BCRC 17755 99 1501/1506

Lactobacillus acidophilus VPI 6032 94 1345/1438
Lactobacillus gallinarum ATCC 33199 93 1406/1517
Lactobacillus crispatus ATCC 33820 92 1399/1516

Lactobacillus amylovorus DSM 20531 92 1398/1518

Рис. 3. Філогенетичне дерево, побудоване на основі аналізу фрагментів гена  
16S рРНК штамів філогенетичної групи Lactobacillus delbrueckii-acidophilus
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Lactobacillus sp. 55 до роду Lactobacillus і вказують на його найближчу 
спорідненість до підгрупи у складі філогенетичної групи Lactobacillus 
delbrueckii-acidophilus. Досліджуваний штам знаходиться на одній гілці 
з L. gasseri ATCC 33323 (рис. 4) та є найбільш наближеним до нього за 
співпадінням пар нуклеотидів (1513 з 1514). Беручи до уваги результати 
філогенетичного аналізу та високу здатність штаму Lactobacillus  sp. 55  
до аутоагрегації, що є культуральною особливістю виду L. gasseri, не 
притаманною іншим представникам підгрупи В [13], ми схиляємося до 
висновку, що досліджуваний штам найбільш споріднений саме з пред-
ставниками виду L. gasseri. 

Рис. 4. Філогенетичне дерево, побудоване на основі аналізу фрагментів гена  
16S рРНК штаму Lactobacillus sp. 55 підгрупи В філогенетичної групи Lactobacillus 

delbrueckii-acidophilus
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ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ НУКЛЕОТИДНОЙ ПОСЛЕДО-
ВАТЕЛЬНОСТИ ГЕНА 16S pPHK ПРОБИОТИЧЕСКОГО ШТАММА 

LACTOBACILLUS SP. 55
Р е  з  ю  м  е

Проведена видовая идентификация пробиотического штамма Lactobacillus sp. 55 
на основе анализа нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК. Установлена 
принадлежность исследуемого штамма к виду Lactobacillus gasseri. Нуклеотидная 
последовательность фрагмента гена 16S pPHK штамма Lactobacillus gasseri 55 депо-
нирована в международной базе данных GenBank (NCBI) под номером KT 314159.

K л ю ч е в ы е   с л о в а: сиквенирование гена 16S рРНК, группа Lactobacillus 
delbrueckii-acidophilus.
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PHYLOGENETIC ANALYSIS OF GENE 16S rRNA NUCLEOTIDE SEQUENCE 
OF PROBIOTIC STRAIN LACTOBACILLUS SP. 55

S  u  m m a  r  y
The identification of probiotic strain Lactobacillus sp. 55 at species level on the basis of 
analysis of the 16S rRNA gene nucleotide sequences has been done. It has been established 
that investigated strain belongs to the species Lactobacillus gasseri. The nucleotide sequence of 
strain Lactobacillus gasseri 55 16S rRNA gene’s fragment has been deposited in international 
database GenBank (NCBI) under number 314 159 KT.

K e y   w o r d s: 16S rRNA gene sequencing, Lactobacillus delbrueckii-acidophilus group.
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