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Аннотация. Получены данные по разнообразию лактобацилл, выделенных из вагинального биотопа жен-
щин, проживающих в г. Иркутске. Для диагностики видов лактобацилл впервые в региональной практике 
использован метод полимеразной цепной реакции (ПЦР). Показано превалирование Lactobacillus plantarum 
и L. crispatus, присутствующих более чем в 50 % образцов исследуемой выборки. Выявлены три ценотиче-
ские группы: дефицитная, переходная и нормоценоз. Определены комбинации ассоциации исследуемых 
видов: по степени видовой совместимости выделяются L. iners + L. plantarum.  

Ключевые слова: виды лактобацилл, ПЦР, вагинальный биотоп, видовое разнообразие, комбинации видо-
вых ассоциаций. 

 
Введение  

Лактобациллы представляют собой микро-
организмы, широко распространённые в орга-
низме человека. Это микроаэрофильные, грам-
положительные бактерии, не образующие спор, 
но обладающие высокой биологической и 
функциональной активностью, что определяет 
их практическое использование в качестве 
пробиотиков в производстве пищевых продук-
тов. Они также являются важной составляю-
щей нормальной микрофлоры пищеваритель-
ного и урогенитального тракта человека, но в 
наибольшей мере доминируют во влагалищной 
среде женщин (95–98 %) [5; 7; 8; 11; 12]. Бла-
годаря продукции органических кислот, пере-
кисей и бактериоцинов многие виды лактоба-
цилл проявляют выраженную антагонистиче-
скую активность в отношении патогенных и 
оппортунистических микроорганизмов [7; 16; 
17; 18]. В условиях кислой среды лактобакте-
рии активно конкурируют с другими микроор-
ганизмами за возможность продуктивного па-
тофизиологического контакта (адгезии) с клет-
ками эпителия влагалища, а также стимулиру-
ют иммунную систему макроорганизма [11; 
12]. В то же время нарушения состава инди-
генной микрофлоры (лактобацилл, бифидобак-
терий), которые нередко протекают бессим-
птомно, патогенетически связаны с широким 
спектром акушерских и гинекологических ос-

ложнений [1; 4; 12; 13]. Поэтому лактобацил-
лы, будучи доминирующей флорой влагалища 
женщин, могут служить критерием микроэко-
логического благополучия или возможных па-
тологий в организме [4; 5; 8].  

Биохимические и морфологические свойст-
ва лактобацилл являются в настоящее время 
основным и единственным критерием их меж-
родовой и видовой идентификации. Важным 
дополнением к классической биохимической 
идентификации может стать метод видового 
генотипирования с использованием полиме-
разной цепной реакции (ПЦР). В последние 
годы в медицинскую практику стали внедрять 
молекулярно-генетические методы диагности-
ки (ПЦР, секвенирование, биочипы), поскольку 
они, обладая высокой чувствительностью и 
специфичностью, часто предпочтительны в 
случае необходимости получения быстрого и 
достаточно точного диагностического резуль-
тата [2; 6; 9; 10]. Благодаря этим методам можно 
получать более глубокую и обширную информа-
цию о структуре видов на молекулярном уровне, 
анализировать взаимоотношения между видами 
на различных систематических уровнях.  

Всё больший интерес как биологов, так и 
медиков в области клинической микробиоло-
гии представляют исследования, в которых вы-
являются ассоциативные взаимоотношения 
родственных видов [15; 17]. Результаты подоб-
ных исследований дают новую информацию 
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как о взаимоотношениях между видами, так и о 
разнообразной ответной реакции иммунной 
системы хозяина на определенную структуру 
комбинационного разнообразия ассоциации 
видов. Из этих исследований также следует, 
что от структуры и степени взаимосвязанности 
видов во многом зависит устойчивость микро-
биоты к экологическому прессингу, дисбиоти-
ческим состояниям и способность формировать 
защитный барьер для развития многих инфек-
ционных и неинфекционных патологий в орга-
низме хозяина [15].  

Целью данной работы явилось выявление 
региональных особенностей видового и ассо-
циативного разнообразия видов лактобацилл, 
количественная и качественная оценка их 
взаимоотношений в популяционной выборке из 
вагинального биотопа женщин, проживающих 
в условиях промышленного города. 

Материалы и методы  

Исследуемая выборка состояла из 43 образ-
цов бактериальной культуры лактобацилл, по-
лученных в лаборатории микроэкологии Науч-
ного центра проблем здоровья семьи и репро-
дукции человека СО РАМН. Первичный мате-
риал был получен из вагинальных смывов от 
группы женщин г. Иркутска разного возраста. 

Биомасса бактерий была выращена на вино-
градно-сахарном бульоне. Для выделения ДНК 
бактерий из культуральной среды использова-
ли комплект реагентов «ДНК-сорб-В» (ФГУН 
ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия). В качестве 
мишеней для генотипирования был выбран 
информационный ген 16S pРНК лактобацилл. 
Типирование проводили с пятью парами прай-
меров (табл. 1) специфичных для соответст-
вующих видов лактобацилл, отобранных со-
гласно рекомендациям [14; 18]. Для ПЦР-
амплификации использовали коммерческий 
набор «AmpliSens-200-1» (ФГУН ЦНИИЭ Рос-
потребнадзора, Россия). Реакция амплифика-
ции для всех 5 пар праймеров была модифици-
рована и оптимизирована и проходила по сле-
дующей схеме: первичная денатурация ДНК– 
95 °C – 2 мин, далее 35 циклов амплификации 
при условиях: 95 °C – 1 мин, 56 °C – 1 мин, 
72 °C – 1 мин и заключительная элонгация – 
72 °C – 3 мин. Электрофорез ПЦР-фрагментов 
ДНК лактобацилл проводили с использованием 
1,0%-ного агарозного геля в 1-кратном трис-
ацетатном буфере. Размеры амплифицирован-
ных фрагментов идентифицировали в соответ-
ствии с протоколом стандартных маркеров мо-
лекулярной массы ДНК («Fermentas», Литва). 

Таблица 1  
Нуклеотидные структуры видовых праймеров, используемых для типирования лактобацилл [14; 18] 

Примечание: F – прямой праймер; R – обратный праймер; н.о.- нуклеотидные основания 
 
Для оценки взаимоотношений между род-

ственными видами лактобацилл использовали 
формулу, определяющую коэффициент сходст-
ва между парами видов бактерий, предложен-
ную Жаккаром (Р = ав/N), форм. 1 [3]. В рамках 
конкретного микробиоценоза взаимоотношения 
между двумя видами оценивали, рассматривая 
отношение Р/С из коэффициента сходства. При 
этом Р рассчитывается как вероятное число вы-
борок, в котором два случайно попавших вида 

живут совместно, равное ав/N (1), С – как число 
выборок, содержащих оба вида; а – число выбо-
рок с видом А; в – число выборок с видом В; 
N – общее число выборок. При этом считается, 
что: 1) при соотношении Р > С (или Р > 1) оба 
вида исключают друг друга; 2) при соотноше-
нии Р = С (или Р = 1) они могут распределяться 
случайно; 3) при соотношении Р < С (или Р < 1) 
оба вида склоны к совместному обитанию. По 
результатам расчётов формулы  

Виды 
лактобацилл 

Прайме-
ры Структура нуклеотидных последовательностей Размер  

ампликона (н.о.)
F 5’- AGC GAG CTT GCC TAG ATG AAT TTG- 3’ L .gasseri 
R 5’- TCT TTT AAA CTC TAG ACA TGC GTC- 3’ 

320 

F 5’- CTC TGC CTT GAA GAT CGG AGT GC- 3’ L. iners 
R 5’- ACA GTT GAT AGG CAT CAT CTG-3’ 

250 

F 5’- AAG TCG AGC GAG CTT GCC TAT AGA- 3’ L. jensoni 
R 5’- CTT CTT TCA TGC GAA AGT AGC- 3’ 

250 

F 5’- AGC GAG CGG AAC TAA CAG ATT TAC- 3’ L. crispatus 
R 5’- AGC TGA TCA TGC GAT CTG CTT- 3’ 

154 

F 5’- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG- 3’ L. plantarum 
R 5’- GCT GGC ACG TAG TTA GCC- 3’ 

550 
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Р = ав/N    (1) 
не определяется степень совместимости или 
расхождения между парами видов, здесь выяв-
ляется лишь наличие сходства или различия, 
что не даёт полную информацию о взаимоот-
ношении видов. Нами использована формула 

К = Р/С,    (2) 
где показатель К определяет степень совмес-
тимости пар видов в микробиоценозе, а коли-
чественные значения Р и С используются из 
выше приведённых расчётов (1). При этом, чем 
меньше единицы значение К, тем сильнее вы-
ражена степень совместимости пар видов, а 
чем оно больше единицы, тем выше степень 
парной несовместимости видов.  

Результаты и обсуждение 

Результаты исследования, полученные по-
средством ПЦР-амплификации, и визуализиро-
ванные электрофорезом в агарозном геле, 
представлены на рис. 1, количественные пока-

затели геновидового типирования представле-
ны в табл. 2.  

Используемые праймеры достаточно чётко 
разделяют соответствующие виды лактобацилл 
в общей массе микроорганизмов вагинального 
биотопа (рис. 1), что свидетельствует как об их 
высокой видоспецифичности, так и техниче-
ской и информационной достоверности полу-
ченных результатов. В разной степени количе-
ственного и качественного аспекта все 5 иссле-
дуемых видов лактобацилл выявлены в иссле-
дуемой выборке (см. табл. 2). Показано, что 
подобранный в ходе исследования общий ре-
жим амплификации для всех пяти пар прайме-
ров, специфичных к видам лактобацилл, явля-
ется оптимальным и результативным (см. рис. 
1, табл. 1). Полагаем, что такая оптимизиро-
ванная технология амплификации специфич-
ных фрагментов ДНК искомых видов позволит 
в перспективе разработать мультиплексный 
вариант ПЦР-диагностики для видовой иден-
тификации лактобацилл.  

  
Рис. 1. Образцы электрофореграмм результатов ПЦР-анализа с видовыми праймерами на 16S r 

RNA: a – L. jensoni ~ 250 нуклеотидных оснований (н.о.); b – L. iners ~250 н.о.; c – L. gasseri ~ 320.; 
d – L. plantarum ~ 550 н.о; e – L. crispatus ~154 н.о.; М – маркер длины ДНК фрагментов; –К – от-
рицательный контроль 
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Таблица 2 
Результаты видового типирования лактобацилл методом ПЦР-амплификации 

№ № 
образца 

Возраст 
(лет) L. gasseri L. iners L. jensoni L. crispatus L. planta-

rum 
Группы сочета-

ния видов 
1 663 24 – – – + + 2 
2 664 21 – – – – + 1 
3 665 36 – – – – – 0 
4 647 36 + – – + – 2 
5 672 22 + – – – – 1 
6 673 27 + – – + – 2 
7 681 25 – – – + – 1 
8 693 29 – – – – – 0 
9 694 28 – – – – – 0 
10 636 26 – + + – + 3 
11 630 38 – – – – + 1 
12 604 34 – – – + + 2 
13 607 21 + + – – + 3 
14 606 19 – – – – + 1 
15 586 32 – – + – + 2 
16 569 23 – – + – + 2 
17 633 35 + – – – + 2 
18 631 29 – – + + – 2 
19 568 26 – – + + – 2 
20 629 30 – – – + – 1 
21 621 24 – – + + + 3 
22 605 41 + + + + + 5 
23 584 25 – – + + + 3 
24 603 35 + – + + – 3 
25 632 26 – – – – + 1 
26 1671 22 – + – + + 3 
27 1761 34 – – – + + 2 
28 1667 32 – + + + + 4 
29 1760 36 – – – + + 2 
30 1642 31 – + – + + 3 
31 1611 36 – + + + + 4 
32 1646 24 + – + + + 4 
33 38 18 – – + + + 3 
34 1 39 + – + + + 4 
35 37 42 – + – – – 1 
36 193 13 + + + + + 5 
37 194 42 + + – + + 4 
38 239 25 – + + + + 4 
39 238 25 + – – – + 2 
40 234 27 + – – – + 2 
41 235 44 – – – + – 1 
42 236 37 – – + – – 1 
43 192 15 – – + – + 2 
 Всего 13 11 18 25 29  

 
В результате ПЦР-амплификации с 43 

опытными культуральными образцами лакто-
бацилл в общем получены 96 положительных 
анализов. Из них 13 по размеру амплифициро-
ванного ПЦР-фрагмента соответствовали виду 
L. gasseri (14 %), 11 выявились как L. iners 
(11 %), 18 – как L. jensoni (19 %), 25 – как 
L. crispatus (26 %) и 29 – как L. plantarum 

(30 %) (см. табл. 2, рис. 2). При этом в сумме 
доминировали виды L. plantarum и L. crispatus, 
составившие 56 % образцов исследуемой вы-
борки. Структура сочетаемости исследуемых 
видов лактобацилл, представленная на рис. 3, 
показывает, что по количественной сочетаемо-
сти видов наибольшая частота характерна для 
ассоциаций двух видов (35 %). Достаточно вы-
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сок также процент представительства одного 
вида (21 %) (см. рис. 3). Выделяется группа 
образцов, в которых не выявлено ни одного 
вида лактобацилл (7 %).  

Из результатов следует, что бо́льшая часть 
выборки (63 %) представлена дефицитным со-
держанием видов лактобацилл (от 0 до 2 видов, 
при этом первый показатель не свидетельству-
ет о полном отсутствии видов лактобацилл в 
исследуемой выборке: здесь могут присутство-
вать другие, нетипируемые в данном исследо-
вании, виды лактобацилл). Данное состояние 
количественного ограничения видов мы назва-
ли дефицитным, считая, что малое содержание 
основных видов лактобацилл или их отсутст-
вие в определённом микробиоценозе влагали-
ща женщин может быть отклонением от нор-

мы, что сужает потенциал возможностей рода 
лактобацилл влиять на гомеостатическую 
структуру микробиоты влагалища. Понятием 
«нормоценоз» в данном исследовании мы обо-
значили количественный состав видов лакто-
бацилл (4 и более видов) в этом микробиоцено-
зе, полагая, что подобная многовидовая струк-
тура лактобацилл должна быть устойчивой и 
достаточной для его нормального функциони-
рования. Нормоценоз (группы с 4–5 видами 
лактобацилл) у женщин в данном исследова-
нии определялся всего в 19 % случаев. Сочета-
ние с тремя видами лактобацилл также наблю-
дается в 19 %. Данное состояние определили 
как переходное между дефицитным и нормаль-
ным, считая его неустойчивым в процессе 
функционирования микробиоценоза. 
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Рис. 2. Частота выявления отдельных видов лактобацилл в вагинальном биотопе женщин 
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Рис. 3. Вариабельность видовой сочетаемости лактобацилл вагинального биотопа 
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Таким образом, согласно результатам дан-
ной работы в вагинальном биотопе исследуе-
мой выборки нами определены три уровня 
микроэкологического статуса согласно количе-
ственным показателям видового присутствия 
лактобацилл: нормоценоз, переходная стадия, 
дефицитное состояние. Дефицитное состояние 
видов лактобацилл вагинального биотопа от-
ражает высокую степень отклонения от нормы 
и свидетельствует о нарушении микроэкологи-
ческого гомеостаза, вследствие чего, возможно, 
запускаются воспалительные процессы.  

Как указывалось выше, для количественной 
оценки степени взаимоотношений между близ-
кородственными видами лактобацилл в работе 
применялись математические расчёты по вы-
явлению коэффициента сходства Жаккара (1) 
между парами видов [3]. Расчётные результаты 
приведены в таблице 3, где представлены 6 пар 
комбинационных вариантов сочетаний видов 
лактобацилл, выведенные из данных таблицы 
2. Значения С получены из общего количества 
ассоциаций видов, в которых встречается дан-
ная пара сочетающихся видов. Согласно дан-
ным таблицы 3, все значения коэффициента 
сходства Р оказались меньше показателя С, что 
свидетельствует о склонности к совместимости 

полученных пар видов, показанной знаком (+). 
Поскольку формула Жаккара не выявляет сте-
пени близости (склонности к родству или к 
симбиозу) определённых пар видов, то, следуя 
разработанной нами формуле (2), возможно 
определять коэффициенты уровней совмести-
мости парных ассоциаций видов в их комбина-
ционном спектре. Полученные коэффициенты 
К дают информацию о том, насколько сформи-
ровавшаяся пара видов совместима в данном 
сочетании и насколько она отличается от со-
седних пар комбинационного спектра ассоциа-
ций видов. Используемые формулы (1) и (2) 
являются универсальными и могут применять-
ся для расчётов их коэффициентов при любых 
комбинационных вариациях парных ассоциа-
ций видов. Мерой различий между комбинаци-
онными вариантами ассоциаций видов являет-
ся положение, при котором меньший количест-
венный показатель коэффициента К свидетель-
ствует о большей степени совместимости меж-
ду видами, т. е., чем более коэффициент К < 1, 
тем больше выражена степень совместимости 
между парой видов, тогда как при отношении 
К = 1 ассоциация полученных пар считается 
случайной или временной связью между видами.  

 
Таблица 3  

Степень совместимости парных сочетаний видов лактобацилл 

Видовые комбинации Значения С Значения Р Склонность к 
совместимости 

Степень совмес-
тимости К=Р/С 

L. crispatus + L. plantarum 17 16,86 + 0,99 
L. gaseri + L. crispatus 8 7,56 + 0,95 
L. iners + L. plantarum 10 7,42 + 0,74 
L. gaseri + L. plantarum 9 8,77 + 0,97 
L. jenseni + L. crispatus 13 10,47 + 0,81 
L. jenseni + L. plantarum 14 12,14 + 0,87 

Примечание: + положительная форма совместимости 
 
Как видно из данных табл. 3, наиболее со-

вместимой парой видов в исследуемой выборке 
оказались L. iners + L. plantarum (К = 0,74). В 
данном случае из выявленных парных ассо-
циаций видов наиболее часто в популяционной 
выборке встречается пара L. crispatus + 
L. рlantarum (см. табл. 3), однако, как следует 
из значения К = 0,99, союз этой пары видов, 
скорее всего, непрочен. Как видим, значения К 
не находятся в прямой корреляционной зави-
симости от показателя частоты встречаемости 
того или иного сочетания пар видов, что может 
свидетельствовать о самостоятельности значе-
ний формирующих его характеристик. Воз-
можно, это связано с разными особенностями 

биологических свойств связывающихся видов, 
а также со средовыми условиями формирова-
ния пар видов в организме хозяина. Можно 
также предположить, что некоторые пары соче-
тающихся видов находятся в ассоциации с дру-
гими видами, не типируемыми нами, что может 
являться фактором, в какой-то мере снижающим 
близость взаимной совместимости.  

Таким образом, в данной работе впервые 
с использованием методов молекулярно-
генетического типирования представлены 
структуры видового, ценотипического и ком-
бинационного разнообразия видов лактобакте-
рий в вагинальном биотопе. Эта информация 
может являться отражением как межвидовых 
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связей лактобацилл, так и характеристикой ас-
социативно-симбиотических взаимоотношений 
между макроорганизмом и представителями 
его микробиот. Исходя из этого, можно пред-
положить, что данные взаимоотношения могут 
играть немаловажную роль в формировании 
иммунного статуса человека и являться при 
разных формах и уровнях межвидовых взаимо-
отношений пусковыми факторами развития 
многих гинекологических осложнений у жен-
щин. Несмотря на небольшую исследуемую 
выборку, полученные результаты являются 
достаточно обоснованными и указывают на 
необходимость продолжения исследований в 
этом направлении.  

Выводы 

1. В исследуемой выборке представлены все 
5 определяемых видов лактобацилл, в качестве 
доминирующих видов вагинального биотопа 
определены L. crispatus и L. рlantarum.  

2. Выявлены три уровня микроэкологиче-
ского статуса вагинального биотопа: нормоце-
ноз, переходная стадия, дефицитный статус.  

3. В вагинальном биотопе обследуемой 
группы женщин преобладает дефицитный со-
став сочетания видов (от 0 до 2) лактобацилл 
(63 %), а нормоценоз с сочетанием 4–5 видов 
представлен всего у 19 % пациенток.  

4. Предполагается, что превалирование в 
вагинальном микробиоценозе женщин дефи-
цитного видового состава лактобацилл может 
свидетельствовать о риске развития патоценоза 
в вагинальном биотопе.  

5. Определены комбинации ассоциаций ис-
следуемых видов в популяционной выборке: по 
степени наибольшей видовой совместимости 
выделяется пара L. iners + L. plantarum.  
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Structure of species diversity of lactobacilli from vaginal biotopes of women 
living in Irkutsk sity 
P. A. Medvedeva1, Yu. P. Dzhioev2, S. M. Popkova2, I. N. Danusevich2, L. S. Kozlova2,  
N. M. Shabanova2, G. V. Yurinova1 , V. P. Salovarova1 

1 Irkutsk State University, Irkutsk 
2 Scientific Centre of the Family Health and Human Reproduction Problems SB RAMS, Irkutsk 

Abstract. For the first time in a regional medical practice for the diagnosis of lactobacilli used polymerase chain 
reaction (PCR). Diversity of results obtained by 5 species of lactobacilli isolated from vaginal biotopes women 
living in the city of Irkutsk. Shown the prevalence of two types – L. plantarum and L. crispatus, present in more 
than 50 % of the samples of the study populations. Identified three groups of cenotypical study sample: deficiency, 
transient and normocenozes. Determined by a combination of association species study in a community sample and 
in the degree of compatibility of the species are distinguished L. iners + L. plantarum. 

Key words: species of lactobacilli, PCR, vaginal biotopes, species diversity, a combination of association species. 
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