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Проведен анализ антибиотикорезистентности коллекционных и выделенных из самоквасных молочных про-
дуктов штаммов молочнокислых бактерий родов Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc. Выявлена схожесть фено-
типических профилей антибиотикоустойчивости у энтерококков и лактококков. Установлено, что коллекционные 
штаммы L. lactis устойчивы к более широкому спектру антибиотиков по сравнению со штаммами, выделенными из 
самоквасных молочных продуктов. Показано, что фенотипическая устойчивость молочнокислых бактерий к анти-
биотикам не всегда коррелирует с наличием трансмиссивных генетических детерминант антибиотикорезистентно-
сти, поэтому необходимо проводить мониторинг данного признака на фенотипическом и генетическом уровнях.
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Analysis of antibiotic resistance of collection and isolated from homemade dairy products strains of lactic acid bacteria 
belonging to genera Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc was performed. Similarity of phenotypic profiles of antibiotic 
resistance of lactococci and enterococci was established. It was shown, that collection strains L. lactis possess resistance  
to broader spectrum of antibiotics as compared to strains, isolated from homemade dairy products. Phenotypic resistance  
to antibiotics does not always correlate with presence of genetic determinants of antibiotic resistance, thus monitoring of  
this feature should be performed both on phenotypic and genotypic levels.

Keywords: lactic acid bacteria, antibiotic resistance, lactococci, enterococci.

Введение. Молочнокислые бактерии родов Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc благодаря 
их  способности продуцировать ряд биологически активных соединений, в том числе молочную 
и другие органические кислоты, витамины, бактериоцины, полисахариды, находят широкое при-
менение в пищевой и фармацевтической промышленности [1–4]. При попадании в желудочно-
кишечный тракт человека молочнокислые бактерии могут участвовать в распространении генов 
антибиотикоустойчивости среди представителей симбиотической кишечной микробиоты, а так-
же патогенных и условно-патогенных микроорганизмов [5, 6]. 

В настоящее время проблема антибиотикорезистентности микроорганизмов приобрела угро
жающие масштабы. По расчетам мировых экспертов, устойчивость патогенных бактерий к анти
биотическим препаратам, используемым в медицинской практике, может привести к потере ми
ровой экономикой 100 трлн долларов к 2050 г. и к ежегодной преждевременной смерти 10 млн 
человек. Наблюдаемая ситуация связана с длительным применением антибиотиков в сельском 
хозяйстве для лечения и профилактики заболеваний животных, а также в качестве стимуля-
торов их роста. Такое чрезмерное использование антибиотических препаратов способствова-
ло появлению и распространению антибиотикоустойчивых штаммов микроорганизмов [7, 8]. 
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Поскольку единые международные нормы, регулирующие применение антибиотиков в живот-
новодстве, до сих пор не разработаны, существует угроза, что продукты питания могут содер-
жать резистентные патогенные микроорганизмы. В связи с обострением проблемы все боль-
шей устойчивости микроорганизмов к терапевтически значимым антибиотикам необходим 
тщательный мониторинг молочнокислых бактерий, используемых в пищевой и фармацевтиче-
ской промышленности, на наличие данного признака. Для контроля безопасности промышлен-
ных штаммов микроорганизмов по признаку антибиотикорезистентности разработаны и вне-
дрены в практику рекомендации Института клинических и лабораторных стандартов  (CLSI)  
и Европейского ведомства по безопасности продуктов питания (EFSA) [9, 10].

Цель данной работы – изучение антибиотикоустойчивости коллекционных и выделенных 
из самоквасных молочных продуктов штаммов молочнокислых бактерий родов Lactococcus, 
Enterococcus и Leuconostoc на фенотипическом и генетическом уровнях.

Материалы и методы исследования. Объектами исследования являлись 19 штаммов мо-
лочнокислых бактерий из фонда Белорусской коллекции непатогенных микроорганизмов: 
Lactococcus lactis БИМ В-132, БИМ В-424, БИМ В-425, БИМ В-426, БИМ В-905, БИМ В-906, 
БИМ В-907, БИМ В-908, БИМ В-909, Enterococcus faecium БИМ В-529, БИМ В-716, БИМ В-717, 
БИМ В-718, БИМ В-719, БИМ В-720, БИМ В-722, Enterococcus faecalis БИМ В-1012, Leuconostoc 
mesenteroides БИМ В-910, БИМ В-911, а также 13 штаммов L.  lactis, выделенных из самоквас-
ных молочных продуктов. Молочнокислые бактерии выращивали в жидкой среде МРС (Conda, 
Испания) при температуре 30 °С (лактококки и лейконостоки) и 37 °С (энтерококки) в течение 24 ч.

Устойчивость молочнокислых бактерий к антибиотикам определяли методом двойных мик
роразведений в жидкой среде Мюллера–Хинтона (мясной экстракт – 3,0 г/л, гидролизат ка
зеина – 17,5, глюкоза – 10,0, агар-агар – 17,0 г/л, рН 7,3 ± 0,2), используя стерильные 96-луноч-
ные полистирольные планшеты [11, 12]. Для этого 10 мкл бактериальной суспензии (0,5 единиц  
по стандарту мутности МакФарланда) вносили в 190 мкл среды Мюллера–Хинтона, содержа-
щей соответствующие концентрации следующих антибиотиков: ампициллина, ванкомицина, 
гентамицина, стрептомицина, тетрациклина, эритромицина, хлорамфеникола, клиндамицина, 
канамицина, тилозина (AppliChem, Германия), инкубировали 24 ч при 30 °С (лактококки, лей-
коностоки) и 37 °С (энтерококки). За минимальную ингибирующую концентрацию антибиотика 
(МИК) принимали концентрацию, приводящую к подавлению видимого роста молочнокислых 
бактерий. К антибиотикоустойчивым относили штаммы молочнокислых бактерий, для которых 
МИК соответствующего антибиотика превышал значения, рекомендованные EFSA [10]. 

Геномную ДНК молочнокислых бактерий выделяли с помощью коммерческого набора (Jena 
Bioscience, Германия) согласно прилагаемой инструкции. ПЦР-анализ на наличие генов анти-
биотикорезистентности проводили, используя праймеры, комплементарные генам устойчивости  
к тетрациклину – tet(M), tet(O), tet(W), эритромицину – erm(A), erm(B), erm(C), erm(F), хлорамфе-
николу – cat(TС) (табл. 1).

Т а б л и ц а 1. Праймеры, используемые для ПЦР-анализа молочнокислых бактерий  
на наличие генов устойчивости к антибиотикам

Ген Праймер Последовательность праймера, 5′–3′ ПЦР-продукт, п. о. Лит. источник

tet(M)
tetM-f ccaccgaatcctttctgggc

444 [13]
tetM-r ccgagcagggatttctccac

tet(O)
tetO-f tcaatcgttccaaaatgcgg

506 [13]
tetO-r ctaacttgtggaacatatgccgaacc

tet(W)
tetW-f caagatcgaccaggctggcg

206 [13]
tetW-r ggctgattggttctcctgcg

erm(A)
ermA-f tctaaaaagcatgtaaaagaa

640 [14]
ermA-r cttcgatagtttattaatattagt

erm(B)
ermB-f acaggtaaagggcatttaacgacg

438 [14]
ermB-r tggaacatctgtggtatggcg

erm(C)
ermC-f tcaaaacataatatagataaa

642 [14]
ermC-r gctaatattgtttaaatcgtcaat
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Ген Праймер Последовательность праймера, 5′–3′ ПЦР-продукт, п. о. Лит. источник

erm(F)
ermF-f cgggtcagcactttactcttg

465 [14]
ermF-r ggacctacctcatagacaag

cat(TС)
catTС-f cgacggagagttaggttattgggataag

607 [14]
catTС-r gcactccatcgaactgaccatc

В работе применяли праймеры и реагенты производства «Праймтех» (Беларусь). Реакционная 
смесь содержала 1×AM-буфер для Taq-полимеразы, 2,0 мкМ каждого дНТФ, 2,5 ед. Taq-поли
меразы, 10 пМ каждого праймера, 10–20 нг хромосомной ДНК. Амплификацию проводили на 
автоматическом термоциклере Eppendorf Mastercycler epgradientS (Германия) с использованием 
активного точного режима регулирования. Температурно-временной профиль реакции ампли-
фикации: 94 °С – 5 мин (1 цикл); 94 °С – 20 с, 58 °С – 20 с, 72 °С – 1 мин (40 циклов); 72 °С – 5 мин  
(1 цикл). Продукты ПЦР анализировали методом электрофореза в 1 %-ном агарозном геле с ис-
пользованием 1×трис-ацетатного буфера при напряженности электрического поля 5 В/см и после-
дующим окрашиванием геля раствором бромистого этидия (0,05 мкг/мл). В качестве стандарта 
для определения размера продуктов ПЦР применяли маркер молекулярной массы ДНК GeneRuler 
100 bp DNA Ladder (Fermentas, Литва). Эксперименты проводили в трехкратной повторности. 
Статистический анализ результатов осуществляли, используя пакет программ Microsoft Excel.

Результаты и их обсуждение. Результаты, полученные при изучении антибиотикорезистент
ности 32 коллекционных штаммов молочнокислых бактерий родов Lactococcus (9 штаммов), 
Enterococcus (8 штаммов), Leuconostoc (2 штамма), а также 13 штаммов бактерий рода Lactococcus, 
выделенных из самоквасных молочных продуктов, представлены в табл. 2. Как видно из при-
веденных данных, значения МИК антибиотиков различались для штаммов одного вида, что 
свидетельствует о наличии индивидуальной устойчивости к антибиотическим препаратам. Для 
лактококков МИК ампициллина составили 1–8 мкг/мл, для ванкомицина – 2–64 , для гентами-
цина – 16, для стрептомицина – 16–128, для эритромицина – 0,5–8, для тетрациклина – 1–2, для 
хлорамфеникола – 2–8, для клиндамицина – 1–16, для канамицина – 16–256 мкг/мл. Значения 
МИК ампициллина для энтерококков составили 2–8 мкг/мл, для ванкомицина – 2, для гентами-
цина – 16, для стрептомицина – 32–128, для эритромицина – 1–16, для тетрациклина – 2–32, для 
хлорамфеникола – 4–64, для клиндамицина – 8, для канамицина – 16–256 мкг/мл.

Т а б л и ц а 2. Антибиотикоустойчивость коллекционных и выделенных  
из самоквасных молочных продуктов штаммов молочнокислых бактерий

Штамм
Антибиотик (МИК), мкг/мл

Ap Vm Gm Sm Em Tn Cm Cn Km Ts

L. lactis БИМ B-132 1 2 16 16 0,5 1 2 2 16 –

E. faecium БИМ B-716 8 2 16 32 4 32 64 8 256 2

E. faecium БИМ B-717 8 2 16 128 16 32 64 8 256 4

E. faecium БИМ B-718 8 2 16 128 2 32 32 8 256 4

E. faecium БИМ B-719 4 2 16 32 1 4 4 8 256 2

E. faecium БИМ B-720 8 2 16 128 4 32 64 8 256 4

E. faecium БИМ B-722 8 2 16 128 4 32 64 8 256 4

E. faecium БИМ B-529 2 2 16 32 4 2 4 8 256 4

E. faecalis БИМ B-1012 8 2 16 64 4 2 8 8 256 4

L. lactis БИМ B-424 8 64 16 128 8 2 8 2 64 –

L. lactis БИМ B-425 8 8 16 128 8 2 8 16 256 –

L. lactis БИМ B-426 2 2 16 16 0,5 2 4 16 16 –

L. lactis БИМ B-905 8 64 16 32 0,5 2 4 1 16 –

Окончание табл. 1
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Штамм
Антибиотик (МИК), мкг/мл

Ap Vm Gm Sm Em Tn Cm Cn Km Ts

L. lactis БИМ B-906 8 64 16 32 0,5 2 8 1 16 –

L. lactis БИМ B-907 8 64 16 32 0,5 2 4 1 16 –

L. lactis БИМ B-908 8 16 16 32 0,5 2 4 1 16 –

L. lactis БИМ B-909 8 64 16 32 0,5 2 4 1 16 –

L. mesenteroides БИМ B-910 8 32 16 32 0,5 2 4 1 16 –

L. mesenteroides БИМ B-911 8 64 16 32 0,5 2 4 2 16 –

L. lactis И1 8 4 16 32 0,5 2 8 1 32 –

L. lactis И2 8 2 16 64 0,5 2 8 2 128 –

L. lactis И3 8 2 16 32 0,5 2 8 1 64 –

L. lactis И4 8 2 16 32 0,5 2 8 2 64 –

L. lactis И5 8 2 16 32 0,5 2 8 2 16 –

L. lactis И6 8 2 16 32 0,5 2 8 2 32 –

L. lactis И7 8 2 16 32 0,5 2 8 2 64 –

L. lactis И8 8 2 16 64 0,5 2 8 2 128 –

L. lactis И9 8 2 16 64 0,5 2 8 2 128 –

L. lactis И10 8 2 16 32 0,5 2 8 1 128 –

L. lactis И11 8 2 16 32 0,5 2 8 2 64 –

L. lactis И12 8 2 16 32 0,5 2 8 2 128 –

L. lactis И13 8 2 16 32 0,5 2 8 2 64 –

П р и м е ч а н и е. Ap – ампициллин, Vm – ванкомицин, Gm – гентамицин, Sm – стрептомицин, Em – эритро-
мицин, Tn – тетрациклин, Cm – хлорамфеникол, Cn – клиндамицин, Km – канамицин, Ts – тилозин.

При разграничении анализируемых штаммов молочнокислых бактерий на устойчивые и чув-
ствительные к соответствующему антибиотику руководствовались рекомендациями EFSA [10]. 
Согласно приведенным в данном документе нормам, для бактерий рода Lactococcus МИК ампи-
циллина не должен превышать 2 мг/л, канамицина – 64, стрептомицина – 32, эритромицина – 1, те-
трациклина – 4, хлорамфеникола – 8, ванкомицина – 4, гентамицина – 32, клиндамицина – 1 мг/л.  
Для бактерий рода Leuconostoc МИК ампициллина должен составлять не более 2 мг/л, канами-
цина – 16, стрептомицина – 64, эритромицина – 1, тетрациклина – 8, хлорамфеникола – 4, гента-
мицина – 16, клиндамицина – 1 мг/л. Для энтерококков установлены следующие значения МИК: 
ампициллин – 2 мг/л, канамицин – 1024, стрептомицин – 128, эритромицин – 4, тетрациклин – 4, 
хлорамфеникол – 16, ванкомицин – 4, гентамицин – 32, клиндамицин – 4 мг/л.

Анализ полученных результатов показал, что все исследуемые штаммы молочнокислых бак-
терий чувствительны к гентамицину – аминогликозидному антибиотику второго поколения. 
Коллекционные штаммы бактерий рода Enterococcus характеризовались устойчивостью к кана-
мицину и клиндамицину, штаммы L. lactis БИМ В-424, БИМ В-425, И2, И4, И5, И6, И7, И8, И9,  
И11, И12, И13 – резистентностью к клиндамицину, L. lactis БИМ В-425, И2, И8, И9, И10, И12 –  
устойчивостью к канамицину. Штаммы E. faecium БИМ В-717, L. lactis БИМ В-424, БИМ В-425 
резистентны к эритромицину, E.  faecium БИМ В-716, БИМ В-717, БИМ В-718, БИМ В-720,  
БИМ В-722 – к тетрациклину и хлорамфениколу, L. lactis БИМ В-424, БИМ В-425, И2, И8, И9 –  
к стрептомицину. Все исследуемые штаммы молочнокислых бактерий, за исключением L. lactis 
БИМ В-132, БИМ В-426, E. faecium БИМ В-529, проявляли резистентность к ампициллину.  
В литературе имеются сведения о распространении среди молочнокислых бактерий, выделен-
ных с кожных покровов и пищеварительного тракта сельскохозяйственных животных, почв фер-
мерских хозяйств, резистентности к стрептомицину, тетрациклину, ампициллину, клиндамици-
ну, поскольку данные антибиотики широко используются в животноводстве. Молочнокислые  

Окончание табл. 2
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бактерии, изолированные из ферментированных молочных продуктов, часто проявляют устой-
чивость к эритромицину и тетрациклину [15]. Чувствительными к ванкомицину оказались все  
анализируемые штаммы бактерий рода Enterococcus и 14 штаммов бактерий рода Lactococcus, 
устойчивость к данному антибиотику выявлена у 7 штаммов лактококков и у 2 штаммов лей
коностоков. Согласно данным литературы, резистентность к ванкомицину является отличи-
тельной особенностью представителей рода Leuconostoc и не характерна для бактерий рода 
Lactococcus [16]. Согласно рекомендациям EFSA, при изучении антибиотикорезистентности эн-
терококков помимо стандартного набора антибиотических препаратов необходимо определение 
устойчивости к тилозину – антибиотику, широко используемому в ветеринарии. Как показали 
результаты проведенного исследования, 6 из 8 тестируемых штаммов бактерий рода Enterococcus 
устойчивы к тилозину, что согласуется с данными литературы. Сравнительный анализ профилей 
антибиотикоустойчивости бактерий родов Lactococcus и Enterococcus показал, что представите-
ли обоих родов резистентны к ампициллину, эритромицину, клиндамицину, канамицину, устой-
чивость к ванкомицину и стрептомицину характерна только для лактококков, а устойчивость 
к тетрациклину и хлорамфениколу является отличительной особенностью энтерококков. При 
сравнении фенотипических профилей антибиотикорезистентности штаммов L. lactis установле-
но, что коллекционные штаммы лактококков устойчивы к более широкому спектру антибиоти-
ческих препаратов по сравнению со штаммами, выделенными из самоквасных молочных про-
дуктов. Из 32 исследуемых штаммов молочнокислых бактерий родов Lactococcus, Enterococcus, 
Leuconostoc лишь 2 штамма лактококков соответствовали установленным EFSA критериям  
безопасности по признаку антибиотикорезистентности. 

Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами, комплементарными гену tet(M), на матрице геномной ДНК  
коллекционных и выделенных из самоквасных молочных продуктов штаммов бактерий родов Lactococcus, 
Enterococcus, Leuconostoc: 1 – L. mesenteroides БИМ В-910; 2 – L. mesenteroides БИМ В-911; 3 – E. faecium БИМ В-529; 
4 – E. faecium БИМ В-716; 5 – E. faecium БИМ В-717; 6 – E. faecium БИМ В-718; 7 – E. faecium БИМ В-719; 8 – E. faecium 
БИМ В-720; 9 – E. faecium БИМ В-722; 10 – E. faecalis БИМ В-1012; 11 – L. lactis БИМ В-132; 12 – L. lactis БИМ В-424; 
13 – L. lactis БИМ В-425; 14 – L. lactis БИМ В-426; 15 – L. lactis БИМ В-905; 16 – L. lactis БИМ В-906; 17 – L. lactis  
БИМ В-907; 18 – L. lactis БИМ В-908; 19 – L. lactis БИМ В-909; 20 – L. lactis И1; 21 – L. lactis И2; 22 – L. lactis И3;  
23 – L. lactis И4; 24 – L. lactis И5; 25 – L. lactis И6; 26 – L. lactis И7; 27 – L. lactis И8; 28 – L. lactis И9; 29 – L. lactis И10;  
30 – L. lactis И11; 31 – L. lactis И12; 32 – L. lactis И13. М – маркер молекулярной массы ДНК GeneRuler 100 bp DNA Ladder
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На втором этапе исследований изучены генетические профили антибиотикорезистентно-
сти молочнокислых бактерий. С помощью ПЦР-тестирования с использованием праймеров, 
специфичных к генетическим детерминантам резистентности к антибиотикам разных классов,  
у штаммов E. faecium БИМ В-716, БИМ В-717, БИМ В-718, БИМ В-720, БИМ В-722, устойчивых 
к тетрациклину, обнаружен ген tet(M), детерминирующий резистентность к данному препарату  
(см. рисунок). Согласно данным литературы, ген tet(M), широко распространенный среди эн-
терококков, располагается на конъюгативных транспозонах типа Tn916 и Tn5397 и способен 
передаваться другим микроорганизмам [17, 18]. У других исследуемых штаммов бактерий ро-
дов Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc гены антибиотикоустойчивости tet(M), tet(O), tet(W), 
erm(A), erm(B), erm(C), erm(F), cat(TС) не обнаружены. Полученные результаты свидетельству-
ют, что фенотипическая устойчивость молочнокислых бактерий к антибиотикам не всегда обу-
словлена наличием трансмиссивных генетических детерминант антибиотикорезистентности, по-
этому необходимо проводить мониторинг данного признака на фенотипическом и генетическом 
уровнях.

Заключение. Фенотипические профили антибиотикоустойчивости бактерий родов Lacto­
coccus и Enterococcus схожи. Представители обоих родов устойчивы к ампициллину, эритроми-
цину, клиндамицину, канамицину, чувствительны к гентамицину. Резистентность к ванкомици-
ну и стрептомицину обнаружена у лейконостоков и нескольких штаммов лактококков, в то вре-
мя как энтерококки чувствительны к данному антибиотику. Устойчивость к тилозину выявлена  
у 6 исследуемых штаммов энтерококков, к эритромицину – у 1 штамма энтерококков и у 2 штам
мов лактококков. Резистентность к тетрациклину и хлорамфениколу, а также наличие гена  
tet(M) – характерные признаки бактерий рода Enterococcus. Коллекционные штаммы Lactococ­
cus lactis устойчивы к более широкому спектру антибиотиков по сравнению со штаммами, вы-
деленными из самоквасных молочных продуктов. Из 32 исследуемых штаммов бактерий родов 
Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc лишь 2 штамма лактококков соответствовали установлен-
ным EFSA критериям безопасности по признаку антибиотикорезистентности.
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