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РЕФЕРАТ

Отчет 39 с., 8 рис., 4 табл., 59 источников, 3 приложения.

МОЛОЧНОКИСЛЫЕ БАКТЕРИИ, рДНК, ПЛАЗМИНОГЕН, ПЛАЗМИН, БЕЛОК-РЕЦЕПТОР, ПРОБИОТИКИ, ИДЕНТИФИКАЦИЯ, ГЕНОТИПИРОВАНИЕ, СКРИНИНГ, ВЕСТЕРН-БЛОТ.
Объекты исследования – молочнокислые бактерии, белок – рецептор плазминогена.

Цель НИР - выделение из традиционных казахских продуктов питания нового штамма молочнокислых бактерий, продуцирующего белок-рецептор к плазминогену человека, и изучение природы рецепции и пробиотические свойства. 

Из казахских традиционных продуктов питания домашнего производства были выделены 15 изолятов молочнокислых бактерий (МКБ) и изучены их культурально-морфологические свойства.

Проведена биохимическая идентификация на основе сбраживания отдельных видов сахаров и генотипирование МКБ методом анализа нуклеотидной последовательности гена 16S rRNA, в результате которой определено, что среди выделенных МКБ 11 штаммов являются лактобациллами, 2 – лактококками, 2 – педиококками.
Оптимизирован режим переноса белков из полиакриламидного геля путем изучения взаимозависимости времени переноса, силы тока, количества и молекулярной массы переносимого на мембрану PVDF белка в устройстве ТЕ2 tank transfer unit (GE Healthcare, США). Эффективный перенос белков возможен в режиме ограничения по току (из расчета Amax= 1 мА/см2): 20 В, 40 мА, 40 мин, 10 °С для гелей размером 8,5 х 5 см. 

Получены фракции внеклеточных белков из 35 исследуемых штаммов, в том числе дополнительно взятых 20-ти коллекционных культур для последующего скрининга на плазминоген-связывающую активность с применением Вестерн-блот анализа.

Вестерн-блот анализ фракций внеклеточных белков из 7 выделенных штаммов МКБ в предварительных экспериментах показал положительный результат для штамма Lactobacillus sakei Р2, что позволяет выбрать этот штамм в качестве потенциального штамма с Plg-связывающей активностью. 

Область применения: медицинская биотехнология.

ТҰЖЫРЫМ
Есеп 39 бет, 8 сурет, 4 кесте, 59 әдебиет деректері және 3 косымшадан тұрады. 

СҮТ ҚЫШҚЫЛДЫ БАКТЕРИЯЛАР (СҚБ), рДНК, ПЛАЗМИНОГЕН, AҚУЫЗ-РЕЦЕПТОР, ПРОБИОТИКТЕР, ИДЕНТИФИКАЦИЯ, ГЕНОТИПІН АНЫҚТАУ (ГЕНОТИПИРЛЕУ), СКРИНИНГ, ВЕСТЕРН-БЛОТ.

Зерттеу нысанасы – сүт қышқылды бактериялар, плазмингенің ақуыз-рецепторы

Ғылыми зерттеу жұмысының мақсаты – адамның плазмингеніне арналған протеин рецепторларын шығаратын және қабылдау және пробиотикалық қасиеттердің табиғатын зерттеу үшін қазақтың дәстүрлі тағам өнімдерінен жаңа сүт қышқылдары бактерияларының бөліп алу.

Қазақтың дәстүрлі үй тағам өнімдерінен 15 сүт қышқылды бактериялар (СҚБ) бөлініп алынды және олардың дакылдық морфологиялық қасиеттері зерттеленді.

Көмірсулардың жеке түрлерін ашыту негізіндегі биохимиялық сәйкестендіру және 16S rRNA геннің нуклеотидтік реттілікті талдау әдісімен генотиптеу әрекеттері бөлінген сүтқышқылды штаммдардың арасындағы 11-і лактобациллалар, 2-еуі лактококктар және 2-еуі педиококтар болып табылатынын айқындауға көмектесті.

 Трансформаторлы құрылғыңда (GE Healthcare, АҚШ) PVDF мембранасына тасымалданатын ақуыздың трансферлік уақытты, ағымдық күші, көлемі мен молекулалық салмағым арасындағы өзара байланысын зерттеу арқылы ақуыздардың полиакриламид гелінен ауысуы ережелері оңтайландырылды. Ақуыздың тиімді тасымалдануы токтің шектеу режимінде өткізу мүмкін: 20 В, 40 мА, 40 мин, 10 °С,  8,5 x 5 см гельдің мөлшері үшін. 

Вестерн-блот  талдау  арқылы плазминогенді байланыстыру белсендігіне скрининг өткізу үшін 35 штаммдарының  жасушадан тыс ақуыздардың фракциялары алынған, штаммдардің ішінде 20 коллекциялық штамм қосымша қабылданды. 

Алдын ала эксперименттерде 7 бөлініп алынған СҚБ штаммдарының жасушадан тыс ақуыздардың фракцияларын Вестерн-блот талдау  бойынша штамм Lactobacillus sakei P2 үшін оң нәтиже көрсеттілді, бұл штаммды Plg-байланыстыру белсенділігімен әлеуетті штамм ретінде таңдауға мүмкіндік береді.

Қолдану аймағы: медициналық биотехнология.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
	БЕЛОК-РЕЦЕПТОР
	- белковая молекула или молекулярный комплекс, расположенные на поверхности клетки или внутри ее, которые способны специфически связывать другие молекулы, несущие внешние для клетки регуляторные сигналы или реагировать на физические факторы 

	БСА
	- бычий сывороточный альбумин

	ВЕСТЕРН-БЛОТ
	- аналитический метод для идентификации белка в сложных смесях или экстрактах с использованием специфичных антител. На первом этапе смесь белков разделяется методом электрофореза в присутствии додецилсульфата натрия (ДСН).  Далее белки переносят на нитроцеллюлозную или PVDF-мембрану, затем проводят иммунозондирование с использованием антител, специфичных к заданному белку.

	ДНК
	- дезоксирибонуклеиновая кислота (DNA)

	МРС, MRS
	- среда Мана, Рагозы и Шарпа (Man-Rogosa-Sharpe – MRS)

	ЖСП
	- жизнепособность

	ВБ
	- внеклеточные белки 

	ДСН
	- додецилсульфат натрия (SDS)

	МКБ
	- молочнокислые бактерии

	МЭТ
	- 2-меркаптоэтанол

	ПААГ
	- полиакриламидный гель

	ПЛАЗМИНОГЕН
	 - циркулирующий профермент, кодируемый геном plg на 6-й хромосоме. 

	ПЛАЗМИН
	- белок человека, образующийся из циркулирующего  профермента плазминогена, кодируемого геном plg на 6-й хромосоме. Плазмин принадлежит к семейству сериновых протеаз и вызывает распад множества белков, однако наиболее важна его функция по разрушению фибриновых сгустков. В свою очередь, из плазмина при некоторых условиях образуется ангиостатин, ингибитор ангиогенеза.

	ПРОБИОТИК
	- живые микроорганизмы, применение которых в адекватных количествах оказывает оздоровительный эффект на организм человека

	ПЦР
	- полимеразная цепная реакция (или PCR)

	рРНК
	- рибосомная рибонуклеиновая кислота (rRNA)

	CA
	- сульфат аммония

	СКРИНИНГ
	- метод, используемый для выборочного выделения целевых видов микробов из огромного сообщества микробов

	CTAB
	- цетилтриметиламмония бромид, антисептический агент

	TE буфер
	- буферный раствор (Трис и ЭДТА)

	ЭДТА
	- этилендиаминтетрауксусная кислота 

	ЭЛЕКТРОФОРЕЗ
	- разделение ДНК-продуктов или белков в агарозном или полиакриламидном геле под действием электрического тока

	CFS
	- Cell Free Supernatant, бесклеточнаянадосадочнаяжидкость

	NCBI
	- National Center for Biotechnology Information

	PBS
	- Phosphate-buffered saline (сокращенно PBS) является буферным раствором, обычно используемым в биологических исследованиях. Это водный раствор соли, содержащий динатрийгидрофосфат, хлорид натрия и в некоторых составах хлорид калия и дигидрофосфат калия. Буфер помогает поддерживать постоянный рН. Концентрация осмолярности и ионов в растворах соответствует концентрации человеческого тела (изотонической)

	Plg
	- плазминоген

	PVDF
	- поливинилиденфторид, состав мембраны, на которую производят электроперенос белков в методе Вестерн-блот

	TBS
	- Tris-buffered saline (сокращенно TBS) представляет собой буфер, используемый в некоторых биохимических методах для поддержания рН в относительно узком диапазоне. Трис (с HCl) имеет слегка щелочную буферную емкость в диапазоне 7-9,2.

	pI
	- изоэлектрическая точка (pI) — кислотность среды (pH), при которой определённая молекула или поверхность не несёт электрического заряда.


ВВЕДЕНИЕ

Поскольку молекулярные механизмы действия пробиотиков до конца не охарактеризованы, в мировом научном сообществе активно проводятся исследования, раскрывающие эти проблемы. Пробиотические препараты на основе молочнокислых бактерий оказывают положительное влияние на организм человека и животных. Так, применение пробиотиков помогает восстановлению кишечной микрофлоры, снижает частоту аллергических реакций, а также риск образования рака толстого кишечника. 

Идея, заявленной в проекте темы исследования существует в мире, но в Казахстане не разрабатывается, хотя результаты подобных исследований важны для понимания механизмов действия пробиотиков, иммобилизирующих плазмин человека. 

Актуальные геномные и протеомные исследования зарубежных ученых, направлены на обнаружение генов и белков пробиотических микроорганизмов, оказывающих свое благотворное воздействие на здоровье человека. В Казахстане исследования роли белков-рецепторов Plg в функционировании пробиотиков не проводятся. Выделение из казахских традиционных продуктов питания (казы, кумыс, айран и др.) штаммов МКБ, взаимодействующих с плазминогеном, и изучение природы взаимодействия с белком-рецептором Plg открывает путь к получению новых потенциальных пробиотических препаратов. 
Научные данные, полученные в ходе заявляемого исследования, будут значимы при разработке биопрепаратов с направленным действием. Наряду с уже имеющимися в мировой науке разработками, они внесут вклад в развитие разработок в Казахстане собственных биопрепаратов и новых продуктов, в качестве профилактических и терапевтических агентов для лечения заболеваний человека. Проект имеет значение для решения вопросов охраны здоровья и повышения благополучия населения. Результаты проекта будут иметь также социальный спрос в области высшего образования и фундаментальных наук по специальности биотехнология, биохимия, молекулярная биология, в области медицины. 
Исследования проводились в рамках календарного плана на 2018 г., представленного в Приложении Б:

1. Выделить молочнокислые бактерии (МКБ) из казахских традиционных продуктов питания (казы, кумыс, айран и др.), идентифицировать виды МКБ.

2. Провести скрининг МКБ на плазминоген- связывающую активность и выбрать штамм с Plg-связывающей активностью. 

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Обзор литературы


1.1 Внеклеточные белки, секретируемые пробиотическими бактериями 
В течение последних нескольких лет, накопился значительный объем научных доказательств о том, что некоторые поверхностно-связанные и внеклеточные компоненты, синтезируемые пробиотическими бактериями, могут быть ответственны за некоторые их функции. Эти бактериальные компоненты могут напрямую взаимодействовать с клетками слизистой оболочки хозяина, они включают экзополисахариды, бактериоцины, липотейхоевые кислоты, поверхностно-связанные и внеклеточные белки [1].

Внеклеточные белки – это те белки, которые активно транспортируются в бактериальное окружение через цитоплазматическую мембрану, и могут нековалентно связываться с бактериальной поверхностью. В настоящее время выяснение молекулярных механизмов, лежащих в основе полезных эффектов пробиотиков, является привлекательным полем деятельности в микробиологии кишечника. Среди различных внеклеточных факторов, ответственных за эти процессы, белки, секретируемые в окружающую среду пробиотическими бактериями, внеклеточные белки (ВБ) могут быть посредниками в определенных взаимодействиях, так как они могут напрямую взаимодействовать с клетками слизистой ткани, например, эпителиальными и иммунными клетками [2].

По сравнению с другими бактериальными компонентами, интерактивные возможности внеклеточных белков / пептидов менее изучены. Установлено, что белки, синтезируемые пробиотиками, изменяют ответы клетки-мишени хозяина [1]. Тем не менее, молекулярно-биологические особенности этих белков и их клеточных мишеней по-прежнему недостаточно изучены. 

1.2 Иммобилизация плазминогена на поверхности бактерий
Система «плазминоген – плазмин» изначально исследовалась в связи с фибринолитической активностью, в то время как, в настоящее время установлено ее ключевое участие в процессах гомеостаза, хемотаксиса, ремоделирования ткани (гемопоэтических регенерациях), а также в процессах протеолиза внеклеточного матрикса и базальной мембраны, способствующих клеточной миграции в эукариотах, как в физиологических, так и в патологических процессах [3-6].

Одиночная цепь (91 кДа) плазминогена (Plg) расщепляется на две функциональные цепи плазмина под действием активаторов плазминогена: тканевого Plg активатора (tPA) или урокиназы (uPA). Первый участвует в основном в фибринолизе, а второй участвует в основном в эукариотической клеточной миграции. Преобразование Plg в активный плазмин является высоко регулируемым процессом, включающим ингибиторы Plg-активаторов (PAI 1 и PAI 2). Ингибиторами плазмина являются α2-антиплазмин (α2АР) и ɑ2-макроглобулин [7]. 

Различные микробные патогены взаимодействуют с системой плазминогена хозяина, что приводит к микробному распространению через тканевые барьеры и вторжению в органы [8, 9]. Этому способствует иммобилизация Plg на рецепторе, экспонируемом на поверхности бактерий - патогенов и процессинг Plg активаторами плазминогена (tPA, uPA) со стороны хозяина или бактериальными активаторами, секретируемыми или ассоциированными с поверхностью бактериальной клетки. Прообразами секретируемых бактериальных протеолитических активаторов Plg являются стрептокиназы (streptokinases) из группы A, C и G стрептококков и стафилокиназы (staphylokinases) из лизогенных штаммов Staphylococcus aureus [6, 9, 10]. Некоторые бактериальные активаторы Plg (напр., стрептокиназа) образуют комплекс с плазмином, защищая его от инактивации α2-АР, и усиливая распространение и тканевое вторжение бактерий. Некоторые бактериальные рецепторы Plg были идентифицированы у патогенов и непатогенов, и, в основном, являются многофункциональными поверхностными белками [10].

Иммобилизация плазминогена на поверхности бактерий, создает условия для протеолитического перехода плазминогена в плазмин под действием активаторов организма хозяина. Плазмин – это высокоактивная сериновая протеаза, которая в комплексе с бактерией защищена от инактивации циркулирующим ингибитором α2-антиплазмином (α2AP) [11, 12]. Ассоциация бактерии с плазмином повышает ее поверхностно-связанную протеолитическую активность, которая может положительно сказаться на выживаемости бактерий или облегчать инвазию в организме хозяина [12]. Плазмин - протеаза с широким спектром субстратов, которая гидролизует фибрин, белки внеклеточного матрикса, и активирует ферменты человека, атакующие компоненты соединительной ткани [13].

Взаимодействие с плазминогеном может также повышать адгезивность бактерий. Плазминоген связывается с рецепторами на клеточной поверхности бактерий, а также с молекулами интегрина на эукариотических клетках и, таким образом может повышать адгезию бактерий к эпителию хозяина посредством «мостиковых» механизмов [14-16]. Плазминоген, но не плазмин, является посредником in vitro адгезии S. pneumoniae к эпителиальным и эндотелиальным клеткам легких.

Трансмиграция S. pneumoniae через эндотелиальные и эпителиальные клеточные слои усиливается от повреждений межклеточных контактов, вызываемых действием активного плазмина [17]. Эти повреждения могут способствовать миграции пневмококков через тканевые барьеры. Плазминоген, иммобилизованный на поверхностях клеток линии респираторного эпителия человека и эндотелиальных клеток, производных головного мозга, поддерживает in vitro адгезию пневмококков, но не увеличивает пневмококковую инвазию в клетки-мишени [18]. 

Плазминоген усиливает адгезию, а также β-1 integrin-зависимую инвазию S. pyogenes в кератиноцитах [15], и moonlighting рецепторы плазминогена являются важными факторами вирулентности также для группы стрептококков [19, 20]. 

1.2.1 Иммобилизация плазминогена в фимбриях, жгутиках, и поверхностных протеазах

Фимбриальные волокна состоят из сотен копий главной субъединицы fimbrillin и нескольких экземпляров часто расположенных на кончике волокна немногочисленных белков, которые отвечают за адгезивные, лектин- подобные свойства фимбриальных типов [21, 22]. Несколько фимбриальных типов E.coli и Salm. enterica иммобилизуют плазминоген на поверхности бактерий лизин- зависимым способом и повышают его активацию, таким образом локализуя комплекс бактерии с плазмином на тканях –мишенях с помощью бактериальных лектинов [23-25]. 

Молекулярные детали этих взаимодействий остаются пока механистически не охарактеризованными. Однако хорошо известно, что ассоциация фимбрии с плазминогеном происходит не через лектин- подобные взаимодействия и, таким образом, может рассматриваться как moonlighting активность, присущая нитчатым структурам.

Штаммы E coli, экспонирующие S-фимбрии, вызывают менингит у новорожденных. Генетические исследования показали, что в ассоциации плазминогена участвует минорная субъединица фимбрии, отличная от лектиновой субъединицы, связывающей сиаловую кислоту [25]. 

Распространенным нитевидным адгезином, экспрессируемым в E.coli и S. еnterica, является Curli и уже показано его взаимодействие с контактной фазой белков человека [26]. Эти взаимодействия приводят к лихорадке, гипотензии и нарушениям свертываемости крови, связанным с инфекциями.

Приведенные примеры показывают, что фимбриальные волокна влияют на бактериальную колонизацию и патогенность посредством других функций, отличных от их адгезии к ткани хозяина. Кроме того, жгутиковые волокна иммобилизуют плазминоген, по-видимому, с помощью боковых остатков лизина, экспонированных на поверхности волокна, и тем самым повышают протеолитическую активность на поверхности клеток [27].

Жгутики связаны с бактериальной подвижностью, но также обладают адгезивными свойствами. Жгутики Pseudomonas aeruginosa, связываются с гепаран- сульфатом протеогликанов на базолатеральной поверхности эпителия дыхательных путей [28] и с детерминантами Lex и сиалил Lex дыхательных муцинов человека [29]. Жгутики С. enterica выполняют функцию, связанную не только с ассоциацией плазминогена [18], но и участвуют в повышение эффективности образования биопленки на поверхностях, содержащих холестерин [30].

Поверхностная протеаза Pla является активатором плазминогена и мощным фактором вирулентности бактерии чумы Yersinia pestis. Образовавшийся плазмин, по-видимому, регулирует разрушение гемостаза у людей [31]. Энзим Pla увеличивает вирулентность Y.pestis также посредством механизмов, которые не связаны с протеолизом. Фермент Pla опосредует адгезию к ламинину базальных мембран [32], которые чувствительны к плазмину, активированному, например, самой Pla. Деградация ламинина, по-видимому, нужна, чтобы ослабить тканевые барьеры и улучшить миграцию бактерий на ранних стадиях чумы. Другой не протеолитический механизм с участием поверхностного Pla, расширяющий бактериальное распространение - это инвазия в альвеолярные макрофаги, через взаимодействие Pla с лектиновым рецептором С-типа DEC-205 [33].

1.2.2 Иммобилизация плазминогена на поверхности комменсальных бактерий
В то время как рецепция плазминогена стала известна для патогенов более пятнадцати лет назад [33, 34], только в конце прошлого десятилетия было установлено, что ассоциация с Plg также возможна у безвредных комменсальных бактерий [35-37]. Причем биологические функции такого взаимодействия остаются в значительной степени неизвестными. Хотя некоторые штаммы Lactobacillus и Lactococcus очень эффективны в повышении tPA -катализируемой активации плазминогена, тем не менее, активность плазмина в нейтральной среде низкая, т.к. он диссоциирует с поверхности МКБ [38] предполагая, что у МКБ не реализована система плазминогена для протеолиза аналогично способу, который реализован у патогенных бактерий. Это позволяет предположить, что повышение активности плазмина с помощью лактобацилл остается локальным и может функционировать в случае ассоциации свободного плазмина с фибрином, например, при растворении сгустков фибрина или тромбов в ранах. В этом случае плазмин будет защищен от действия ингибиторов.

Применение штаммов L. casei при лечении мышей, страдающих от пневмококковой пневмонии, понижает фибрино(гено)вые отложения в легких [39, 40]. В другой работе было показано, что L. сasei способна снижать активность факторов про-коагуляции [41]. 

Механизмы, действующие in vivo, описанные выше, очевидно, являются сложными, но результаты стимулируют ученых для дальнейших исследований роли и механизмов модуляции каскада фибринолиза/коагуляции комменсальными (синантропными) бактериями.

Эти немногочисленные работы показывают важность внеклеточных белков во взаимодействиях между МКБ и их хозяевами, а также демонстрируют новый вариант в механизмах взаимодействия бактерий с плазминогеном человека.
2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Объектами исследования служили культуры молочнокислых бактерий (МКБ), выделенные из различных казахских традиционных продуктов питания, в основном домашнего производства (казы, домашние сметана, иримшик, масло, айран, кумыс, балык) и белок-рецептор плазминогена.

2.1 Выделение и изучение культурально-морфологических свойств МКБ
Для выращивания культур лактобацилл использовали обогащенные среды МРС-1 производства HiMediaLaboratoriesPvt. Ltd. (Индия), следующего состава (г/л): протеозопептон - 10, дрожжевой экстракт – 5, мясной экстракт – 10, глюкоза - 20, твин-80 – 1, аммония цитрат – 2, натрия ацетат 5, магния сульфат – 0,10, марганца сульфат – 0,05, натрия гидрофосфат – 2, рН 6,5. И плотные селективные среды МРС-4 производства HiMediaLaboratoriesPvt. Ltd. (Индия), (г/л): протеозопептон - 10, дрожжевой экстракт – 5, мясной экстракт – 10, глюкоза - 20, твин-80 – 1, аммония цитрат – 2, натрия ацетат 5, магния сульфат – 0,10, марганца сульфат – 0,05, натрия гидрофосфат – 2, агар-агар – 12, рН 6,5.

Для получения чистых культур из жидких и полужидких гомогенных продуктов (кумыс, айран и сметана) был использован метод десятичных разведений с последующим пересевом на твердую питательную среду (MRS, HiMedia), которая является селективной по отношению к МКБ [42,43]. Твердые продукты питания (казы, иримшик творог, масло, балык) растирали ступкой до однородной кашеобразной массы, после чего также получали разведения и производили посев газоном на чашки. Чашки помещали в термостат на 2-е суток при 37 °С. 

Отбор и определение принадлежности выделенных изолятов к МКБ проводили окраской по Граму, подвижности, наличию каталазы и микроскопии мазков [44]. 

2.2 Видовая идентификация МКБ 
2.2.1 Видовая идентификация МКБ биохимическим методом
Видовую принадлежность некоторых МКБ определяли с помощью предварительной видовой идентификации на основе сбраживания различных углеводов. Были использованы готовые диски с концентрацией 25 мг/диск для определения ферментации углеводов фирмы HiMediа.
Суточные культуры МКБ засевали в пробирки с мясо-пептонным бульоном по 2 мл и индикатором Андраде с соответствующим углеводом. Культуры с дисками инкубировали при 37 °С 2-е суток. Результаты учитывали через каждые 12 часов по степени изменения окраски. Идентификация проводилась с помощью определителя Берджи [42, 45].
2.1.3 Выделение геномной ДНК молочнокислых бактерий
Основные генетические методы (выделение хромосомной ДНК, электрофорез ДНК, ПЦР и др.), используемые в различных исследованиях являются модификацией известных методов.

Геномную ДНК из чистых культур МКБ выделяли методом K.Wilson. Для выделения ДНК использовали 10 мл культуры. Пробы центрифугировали при 13 000 об/мин в течение 10 минут, полученный осадок ресуспендировали в ТЕ буфере с лизоцимом (10 мг/мл), тщательно перемешивали образцы и инкубировали при 37 °С в течение 1 часа. После чего добавляли 10 % SDS и протеиназу (10 мг/мл). Инкубировали 2 ч при 37 °С. Для удаления фрагментов клеточной стенки, остаточных белков и полисахаридов, добавляли 100 мкл 5M NaCl. Тщательно перемешивали, добавляли раствор 10 % СТАВ, растворенный в 0,73М NaCl. Инкубировали при 65 °С, 10 минут. Заключительную очистку выполняли добавлением смеси хлороформ/изоамиловый спирт в соотношении 24:1, центрифугировали при 10 000 об/мин в течении 10 минут. Водную фазу переносили в чистые пробирки. Повторяли данную процедуру еще раз. Преципитировали ДНК изопропанолом, инкубировали 30-60 минут при -20 °С. Центрифугировали 13 000 об/мин в течение 10 минут. Промывали осадок ДНК 70% этиловым спиртом. Очищенные образцы растворяли ТЕ буфере и хранили при -20 °С. Измеряли концентрацию ДНК спектрофотометрическим методом с использованием спектрофотометра Thermo Scientific Nano Drop 2000 Spectrophotometer [46]. 
2.1.4 Идентификация МКБ на основе секвенирования гена 16S rRNA
Для определения нуклеотидной последовательности гена 16S pРНК использовали универсальные праймеры: прямой 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') и обратный 806R (5' GGACTACCAGGGTATCTAAT-3') [47]. 
Реакцию ПЦР проводили в общем объеме 20 μl. Смесь ПЦР содержала 150нг ДНК, 5U Taq DNA Polymerase, 0,2 мМ каждого dNTPs, 10 x реакционный буфер Taq (ThermoFisher, USA), 2,5 мМ MgCl2, 10 pmol каждого праймера. ПЦР-амплификацию проводили на амплификаторе GeneAmp PCR System 9700 (Bio-Rad, США). Температурный режим ПЦР: стадия 1 – 5 мин. при 95 ºС – 1 цикл; стадия 2 – 30 сек. при 95 ºС, 40 сек. при 55 ºС, 50 сек. при 72 ºС – 30 циклов; стадия 3 – 10 мин. при 72 ºС – 1 цикл. Для оценки эффективности ПЦР продукты амплификации визуализировали в 1 % -ном агарозном геле, окрашенном этидий бромидом и анализировали с использованием гельдокументирующей системы (BioRad, США). 

Полученный продукт очищали ферментативным методом с 0,5 единиц щелочной фосфатазы (ShrimpAlkaline Phosphatase, Fermentas) и экзонуклеазой (Fermentas) в течении 30 мин при температуре 37 °С и последующей инактивации фермента прогреванием в течении 10 мин при 85 °С [48]. 
Реакцию секвенирования проводили с использованием BigDye® v 3.1 и праймеров. Очистку реакционной смеси от не связавшихся компонентов проводили ацетатно-спиртовой смесью.

Разделение фрагментов гена проводили с помощью автоматического генетического анализатора. Полученную нуклеотидную последовательность сопоставляли с нуклеотидными последовательностями международных баз данных – GenBank [49]. 
2.3 Скрининг МКБ на плазминоген-связывающую активность. Выбор штамма с плазминоген-связывающей активностью 
Для проведения предварительного скрининга на плазминоген-связывающую активность были использованы из планируемых 35 МКБ 7 штаммов (Lb. plantarum Р10, Lb. plantarum Р13, P. pentosaceus Р7, Lb. plantarum Р14, Lb. sakei Р 2, Lb. plantarum Р13, Lb. casei Р15).
2.3.1 Наращивание клеточной массы
Первоначально проводили активацию МКБ для получения рабочих культур. Для этого 1 мл свежей замороженной культуры добавляли в 10 мл МРС-1 и инкубировали при 37 °С в течение получаса. Далее полученную суспензию пересевали в 50 мл бульона МРС-1 и инкубировали при 37 °С в течение 48 ч без перемешивания для роста штаммов и наращивания биомассы [43]. 
2.3.2 Подведение клеточной суспензии до рН 8,0
Полученную суспензию с биомассой переносили в стакан и с помощью рН метра (рН-метр 827 Metrohm с комбинированным рН стеклянным электродом Unitrode, Швейцария) и 1М NaOH подводили значение рН среды до рН = 8,0 при помешивании на магнитной мешалке при 4 ºС. 

2.3.3 Отделение клеток от ВБ путем центрифугирования клеточной суспензии с получением бесклеточного супернатанта (CFS)

Суспензию 2-х суточной культуры МКБ после подведения рН=8,0 для осаждения клеток центрифугировали на центрифуге Eppendorf 5810R (Eppendorf, Германия) при 15000xg в роторе Eppendorf F45-30-11 в течение 10 мин при 4 °С. Супернатант CFS декантировали для последующей стадии концентрирования. Осадок с клетками количественно переносили в микропробирки и замораживали -20 ºС [50]. 
2.3.4 Концентрирование белков CFS путем осаждения солью сульфат аммония
Концентрирование белков проводили добавлением в супернатант CFS сухую соль сульфата аммония (СА) до концентрации 70 % при перемешивании на магнитной мешалке (не менее 2 ч, 4 ºС). Получали осажденную фракцию «70% СА» путем центрифугирования (Eppendorf 5810R) при 15 000xg 10 мин при 4 °С. Раствор белка с 70% СА до центрифугирования оставляли на ночь в холодильнике без каких-либо потерь активности [50, 51].
2.3.5 Обессоливание концентрата CFS путем диализа в целлофановых мембранах
Полученный осадок «70 % СА» ресуспендировали в 1 мл буфера А (Трис-НСL, рН 7,5; 0,5 мМ МЭТ; 0,1 мМ ЭДТА) и проводили обессоливание концентрата CFS путем диализа в целлофановых мембранах последовательно, против буфера А с 0,5М хлоридом натрия и повторно, против того же буфера А без содержания соли. Проводимость раствора ВБ измеряли на кондуктометре SanXin DDS-11C (SanXin Instrumentation, Китай) [52]. Образцы внеклеточных белков хранятся при -20 °С 
2.3.6 ПААГ электрофорез концентрата CFS с додецилсульфатом натрия (ДСН)
ДСН- ПААГ электрофорез концентрата CFS проводили с предварительным нагреванием образцов до 95 °С в течение 2 мин. ДСН-полиакриламидный (ПАА) гель-электрофорез проводили по методу Лэмли [53] в 10 % ПАА геле с ДСН использовали систему для вертикального разделения Hoefer SE 250 (SE250-10A-0,75; Hoefer, США), подключали к источнику электропитания (Consort EV265 Electrophoresis Power Supply Programmable, Belgium) с режимом по напряжению 100 В и времени электрофореза 1 ч [54]. Использовали неокрашенные маркеры молекулярной массы белков Unstained Low Range SDS-PAGE, 14.4-97.4 кДа (Bio-Rad, США) для электрофореза. После проведения электрофореза гели с белками окрашивали в красителе Кумасси (0,025% Кумасси G-250, 40% этанол, 7% уксусная кислота) в течении 30-60 мин. После полного окрашивания геля его промывали раствором для отмывки красителя (50% этанол, 7 % уксусная кислота). Гели фотографировали (Рисунок 3).

2.3.7 Оптимизация режима электропереноса белков 
Перед скринингом МКБ на плазминоген-связывающую активность с помощью Вестерн - блот анализа была проведена оптимизация режима электропереноса белков на модельном белке бычий сывороточный альбумин (БСА, AMRESCO, США).
ДСН - ПААГ электрофорез модельного белка и его сопутствующих компонентов: пептидов (как продуктов частичного протеолиза БСА) и 2 крупных белков, находящихся в препарате БСА в качестве примеси проводили как описано в параграфе 2.3.6.

После проведения электрофореза для оптимизации режима электропереноса белков в приборе Hoefer® TE22 Tank Transfer unit (GE Healthcare, США) гели делили на 2 части и 1 часть окрашивали красителем Кумасси (параграф 2.3.6), а вторую часть геля заливали буфером Б (25 мМ Трис, 192 мМ глицин, 3,5 мМ ДСН, 10 % этанол) для переноса белков, ставили на орбитальный шейкер и уравновешивали в течение 10-15 мин. Затем готовили лист мембраны PVDF (Immobilon-PSQ), соответствующий размеру геля. PVDF мембрану выдерживали 15-20 секунд в спирте 90 %, 5 мин в деионизованной воде, а затем 5 мин в буфере Б. Для переноса белков на PVDF мембрану собирали "сэндвич". Для этого специальную губку, входящую в комплект прибора для переноса белков, вымачивали в буферном растворе для переноса белков и помещали в специальную пластиковую рамку, на нее помещали один лист фильтровальной бумаги, предварительно обрезанный в соответствии с размером мембраны и смоченный в буфере Б. Сверху помещали гель, а на его поверхность PVDF мембрану. На мембрану помещали второй лист фильтровальной бумаги, также предварительно смоченный в буфере Б, и сверху помещали вторую губку, смоченную в в буфере Б. Рамку с «сэндвичем» скрепляли зажимами и медленно погружали в прибор для электропереноса, заполненный в буфере Б, так, чтобы PVDF мембрана была обращена к аноду. Электрофоретический перенос в процессе оптимизации режима проводили при температуре 10 ºС в интервале времени от 10 - 120 мин, напряжения тока от 10-100 В и силы тока от 20-400 мА. По окончании переноса «сэндвич» разбирали. Для визуализации результатов электропереноса проводили окрашивание перенесенных белков на PVDF мембрану и оставшихся белков на геле в красителе (0,025 % Кумасси G-250, 40 % этанол, 7 % уксусная кислота) в течении 30-60 мин. Реакцию останавливали, промывая блот и гель раствором для отмывки красителя (50% этанол, 7 % уксусная кислота). С поверхности мембраны удаляли излишек воды фильтровальной бумагой, высушивали на воздухе и фотографировали вместе с гелем [55-57].

2.3.8 Скрининг МКБ на плазминоген- связывающую активность с помощью Вестерн - блот анализа

Вестерн - блот анализ, включающий электроперенос белков на мембраны и иммунозондирование, проводили по общему протоколу проведения Вестерн-блот анализа (протокол производителя Hoefer® TE22 Tank Transfer unit, GE Healthcare, США) и протоколу электрофореза белков параграфа 2.3.6 в режиме оптимизации (параграф 2.3.7). Использовали неокрашенные маркеры молекулярной массы белков Unstained Low Range SDS-PAGE, 14.4-97.4 кДа (Bio-Rad) для электрофореза. В рамках календарного плана (Приложение Б) брали на анализ концентраты CFS следующих штаммов: Lactobacillus plantarum Р10; Lactobacillus plantarum Р13; Pediococcus pentosaceus Р7; Lactobacillus plantarum Р14; Lactobacillus sakei Р 2; Lactobacillus plantarum Р13; Lactobacillus casei Р15.  
2.3.9 Иммунозондирование ВБ из CFS с помощью первичных и вторичных антител, конъюгированных с пероксидазой хрена 

Мембраны блокировали в 5%-ном (в/об.) обезжиренном растворе сухого молока в 50 мМ Tris-HCL pH 7,6, 150 мМ NaCl (TBS), содержащем 0,1% (об/об) Tween-20. После блокирования неспецифических центров мембрану инкубировали с 0,5 мкг/мл человеческого плазминогена (Plg) (Sigma-Aldrich, SRP6518) в фосфатном буфере (PBS) в течение ночи при 4°C и инкубировали с разведенным раствором (1:2500) первичных антител против плазминогена (Antibodies-online GmbH, ABIN5596692) в течение 1 часа. После трех 15-мин промываний с РBS + 0,1% Tween-20 связанные антитела были детектированы с разведеными (1:20000) антикозьими вторичными антителами, конъюгированными с пероксидазой хрена (SIGMA, A8919) и раствором хромогенного субстрата диаминобензидина (ДАБ) в количестве 3 мг и 10 мкл 30% перекиси водорода в 10 мл 100 мМ Трис-HCL, рН = 7,6. Мембрану после окончания инкубации с субстратом и проявления окрашенных полос промывали, подсушивали, промокнув фильтровальной бумагой и фотографировали [58]. 
3 Результаты исследований

3.1 Выделение и изучение культурально-морфологических свойств МКБ
В целях изолирования молочнокислых бактерий из различных продуктов питания (казы, домашние сметана, иримшик, масло, айран, кумыс, балык) был использован чашечный метод Коха) с помощью метода предельных разведений по Miles&Misra [43]. При выделении чистой культуры МКБ, изоляты высевали на поверхность готовой селективной среды МРС-1 и МРС-4 фирмы HiMedia методом Голда (Рисунок 1), а затем единичные колонии наращивались методом истощающего штриха в термостате (redLINE RI-53, Германия). 

Выделено15 изолятов, имеющих морфологически характерные для молочнокислых бактерий признаки, а именно однородные колонии белого или беловато-молочного цвета, с ровными краями и выпуклой поверхностью, с кисломолочным запахом (Таблица 1).
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Рисунок 1 - Изоляты МКБ на МРС среде, выделенные

из казахских традиционных продуктов питания

Проведена световая иммерсионная микроскопия выделенных изолятов МКБ при увеличении х100 (Micros, Austria). Окрашивание по Граму показало наличие грам-положительных коротких и длинных палочек, а также бактерий кокковидной формы, не образующие споры, с отрицательным ростом на мясо-пептонном агаре. Микроскопическая картина мазков приведена в таблице 1. Тестирование выделенных изолятов МКБ на каталазную активность показало отрицательную реакцию.
Выделенные изоляты показали хороший рост как на жидкой, так и на твердой питательных средах. Среднее число жизнеспособных клеток было 10-7-10-8 клеток в 1 мл.
Таблица 1 – Культурально-морфологические свойства изолятов МКБ

	Рабочее название изолята
	Источник выделения
	Микроскопия мазков


	Культурально-морфологические признаки

	1
	2
	3
	4

	Р 1
	казы
	[image: image2.jpg]



	Палочки, грам+. Колонии белого цвета, круглые, края ровные, блестящие, непрозрачные, выпуклые,  d=0,5-1,5 мм.

	 Р 2
	казы
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	Палочки, грамм+. Колонии молочного цвета, круглые, края ровные, блестящие, полупрозрачные, выпуклые,  d=1-2 мм.

	Р 3
	казы
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	Палочки длин, грам +. Колонии круглые, молочно-белого цвета, непрозрачные, блестящие, выпуклые, края ровные, d=0,5-1,5 мм.

	Р 4
	балык (сазан)
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	Палочки, грам +. Колонии круглые, молочно-белого цвета, полупрозрачные, блестящие, выпуклые, края ровные, d=0,5-1 мм.


	Р 5
	балык (сазан)
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	Палочки тонкие, грамм +. Колонии круглые, молочно-белого цвета, полупрозрачные, блестящие, выпуклые, края ровные, d=0,5-1,5 мм


	Р 6
	балык (сазан)
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	Палочки классические, грамм +. Колонии круглые, молочно-белого цвета, полупрозрачные, матовые, выпуклые, края ровные, d=0,5-1 мм.


	Р 7
	кумыс 
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	Кокковидные палочки, грам+. Колонии белого цвета, круглые, края ровные, блестящие, непрозрачные, выпуклые,  d=0,5-1,5 мм.


Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3
	4

	Р 8
	айран
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	Палочки длинные, грам+. Колонии белого цвета, круглые, края ровные, блестящие, полупрозрачные, выпуклые,  d=1-2 мм.

	Р 9
	айран
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	Кокковидные палочки, грам+. Колонии белого цвета, круглые, края ровные, блестящие, непрозрачные, выпуклые,  d=0,5-1 мм.

	Р 10
	сметана домашняя
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	Палочки короткие, грам +.

Колонии круглые, молочно-белого цвета, края ровные, блестящие, непрозрачные, выпуклые,  d=1,5-3 мм.

	Р 11
	масло домашнее 
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	Палочки классические, грам+. Колонии белого цвета, круглые, края ровные, блестящие, непрозрачные, выпуклые,  d=0,5-1 мм.

	Р 12
	сметана домашняя
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	Кокковидные палочки, грам+.

Колонии белого цвета, круглые, края ровные, блестящие, непрозрачные, выпуклые,  d=0,5-1,5 мм.

	Р 13
	сметана домашняя
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	Палочки, грам+. Колонии белого цвета, круглые, края ровные, блестящие, непрозрачные, выпуклые,  d=1-2,5 мм.

	Р 14
	иримшик
	[image: image15.jpg]



	Палочки короткие, грам +.

Колонии белого цвета, круглые, края ровные, блестящие, непрозрачные, выпуклые,  d=0,5-1,5 мм.

	Р 15
	кумыс 
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	Палочки, грам +. Колонии молочно-белого цвета, круглые, края ровные, блестящие, непрозрачные, выпуклые,  d=0,5-1,5 мм.


Все культуры МКБ заложены на хранение в криопротекторной среде, содержащей 70 % питательной среды, 20 % глицерина и 10 % сахарозы при - 80 °С и на агаровые косяки при 4 °С.

Таким образом, в результате проведенных исследований было выделено 15 новых штаммов молочнокислых бактерий из казахских традиционных продуктов питания домашнего производства. Изучены основные культурально-морфологические свойства выделенных штаммов.  

3.2 Видовая идентификация выделенных изолятов МКБ 
3.2.1 Видовая идентификация МКБ биохимическими методами 
Предварительная видовая идентификация проводилась на основе сбраживания отдельных видов сахаров, таких как арабиноза, фруктоза, галактоза, манноза, манитол, целлобиоза, мальтоза, глюкоза, рибоза, и другие (Таблица 2). Оценка результатов позволила идентифицировать 4 штамма, а по оставшимся штаммам произвести видовое определение не удалось, ввиду неоднозначности данных в литературных источниках. 

Таблица 2 – Идентификация изолятов МКБ биохимическим методом

	Углеводы
	Рабочее название изолята

	
	Р 12
	Р 13
	Р 14
	Р 3

	Арабиноза 
	-
	+
	+
	+

	Фруктоза 
	+
	+
	+
	+

	Рибоза
	+
	+
	+
	+

	Галактоза 
	-
	+
	+
	+

	Манноза 
	+
	+
	+
	+

	Мелибиоза 
	-
	+
	-
	+

	Сорбитола
	+
	+
	-
	+

	Лактоза
	-
	+
	+
	+

	Глюкоза  
	+
	+
	+
	+

	Маннит  
	-
	+
	+
	+

	Салицин 
	+
	+
	+
	+

	Сахароза 
	+
	+
	+
	+

	Ксилоза 
	-
	-
	-
	+

	Инозит 
	-
	-
	+
	+

	Дульцит 
	-
	-
	-
	-

	Гиппурат 

натрия 
	-
	-
	-
	-

	Сорбитол 
	+
	+
	+
	+

	
	Идентифицированный вид

	
	Lactococcus lactis
	Lactobacillusplantarum
	Lactobacillus plantarum
	Lactobacillus casei


Штаммы Р 13 и Р 14, относящиеся к виду Lb. рlantarum, проявили положительную биохимическую реакцию на ферментацию арабинозы, рибозы, галактозы, глюкозы, фруктозы, сахарозы, маннозы, манитола, сорбитола, целлобиозы, лактозы.

Штамм Р 12, относящийся к виду Lb. lactis, отличался от предыдущих штаммов тем, что имел отрицательную реакцию на арабинозу, галактозу, лактозу, меллибиозу, маннит, ксилозу, инозит, дульцит, гиппурат натрия.

Высокой биохимической активностью к сахарам обладает штамм Р 3 вида Lb. casei, у которого обнаружена положительная реакция по многим сложным сахарам, исключением являлась отрицательная реакция на гиппурат натрия и дульцит. 
Проведенная идентификация выделенных изолятов МКБ методом биохимических исследований, позволила установить, что выделенные изоляты по своим биохимическим показателям принадлежат к следующим видам молочнокислых бактерий: Lactobacillus plantarum – 2 штамма, Lactococcus lactis – 1 штамм и Lactobacillus casei – 1 штамм.

3.2.2 Выделение геномной ДНК молочнокислых бактерий
Из чистых и свежих культур МКБ проведено выделение геномной ДНК по общеизвестному методу К. Вильсон [46]. Концентрацию и чистоту полученных препаратов ДНК проверяли методом электрофореза в 2 % агарозном геле, представленном на рисунке 2, а также с помощью измерения концентрации на спектрофотометре Nanodrop 2000 (ThermoScientific, США). Концентрация выделенной ДНК различных изолятов была в пределах от 45,5 до 3959,6 нг/мкл (Таблица 3).
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Рисунок 2 - Электрофорез ДНК образцов: 1 –маркер (Termo Scientific Gene Ruler 100bp); 2-10 - образцы молочнокислых бактерий в 2 % агарозном геле
3.2.3 Идентификация МКБ на основе секвенирования гена 16S rRNA
На рисунке 3 показана электрофореграмма ПЦР амплификации различных изолятов молочнокислых бактерий. ПЦР проведен на приборе iCycler IQ5 (BioRad, СШA) с помощью известных праймеров 8F и 806R праймеров, специфичных к консервативному гену 16S rRNA
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Рисунок 3 - ПЦР амплификация ДНК изолятов молочнокислых бактерий:

1 – ДНК маркер молекулярного веса; 2-8;10-17 - ДНК образцы;

9 – негативный контроль (без геномной ДНК)


Реакцию секвенирования проводили с использованием BigDye® v 3.1 и праймеров. Очистку реакционной смеси от не связавшихся компонентов проводили ацетатно-спиртовой смесью. Разделение фрагментов гена проводили с помощью автоматического генетического анализатора. Полученную нуклеотидную последовательность сопоставляли с нуклеотидными последовательностями международных баз данных – GenBank (Приложение В). Результаты секвенирования гена 16S rRNA различных изолятов МКБ, выделенных из казахских традиционных продуктов питания (казы, иримшик, кумыс, сметана домашняя, айран, балык) представлены в таблице 3.
В результате биохимической и генотипической идентификации методом анализа нуклеотидной последовательности гена 16S rRNA определено, что из 15 новых штаммов МКБ, выделенных из казахских традиционных продуктов питания 11 штаммов являются лактобациллами, 2– лактококками, 2 – педиококками. 

Таблица 3 - Идентичность гена 16S rRNA у выделенных изолятов бактерий из казахских традиционных продуктов питания по отношению к штаммам, депонированным в базе данных NCBI

	Наименование штамма
	Источник выделения
	Концентрация ДНК (ng/µl)
	260/280
	Наименование штамма
	Процент идентичности, %

	Р 1
	Казы
	510,2
	2,17
	Lactococcus lactis
	100

	Р 2
	Казы
	3959,6
	1,92
	Lactobacillus sakei
	99

	Р 4
	Балык (сазан)
	45,5
	1,84
	Lactobacillus paracasei
	100

	Р 5
	Балык (сазан)
	62,8
	1,98
	Lactobacillus fermentum
	99

	Р 6
	Балык  (сазан)
	83,3
	2,08
	Lactobacillus fermentum
	99

	Р 7
	Кумыс
	1041,6
	1,98
	Pediococcus pentosaceus
	99

	Р 8
	Айран
	83,6
	2
	Lactobacillus fermentum
	99

	Р 9
	Айран
	944,4
	2,05
	Pediococcus pentosaceus
	99

	Р 10
	Сметана домашняя
	827,5
	2,16
	Lactobacillus pentosus
	100

	Р 11
	Домашнее масло
	3266,2
	2,03
	Lactobacillus plantarum
	100

	Р 15
	Кумыс
	50
	1,79
	Lactobacillus casei
	99


3.3 Проведение скрининга МКБ на плазминоген-связывающую активность и выбор штамма с Plg-связывающей активностью

Для выполнения этого раздела были проведены следующие работы:

- получены внеклеточные белки (ВБ) для последующего скрининга на плазминоген-связывающую активность с применением Вестерн-блот анализа;

- исследованы на модельном белке взаимозависимости времени переноса, силы тока, напряжения источника тока, количества и размера переносимого на PVDF мембрану белка;

- приобретены коммерческие реактивы для проведения Вестерн-блот анализа;

- проведен скрининг 7 штаммов МКБ на плазминоген-связывающую активность.

3.3.1 Наращивание клеточной массы и получение фракции внеклеточных белков
Все выделенные за отчетный период культуры хранятся в крио среде ( в бульоне MRS (HiMedia) с 20% глицерином и 10% сахарозе при -20 ºC). Дополнительно взяты 20 музейных штаммов. Семенные культуры тестируемых штаммов получали путем размножения одного мл замороженной свежей культуры в 10 мл бульона MRS с последующим культивированием 1 мл культуры в 50 мл бульона MRS при 37°С в течение 48 ч без перемешивания для роста штаммов и наращивания массы ВБ. 
Из научной периодики известно, что иммобилизация плазминогена на клеточной поверхности происходит посредством белка-рецептора, который может локализоваться как на поверхности клетки, так и находиться в свободной форме во внеклеточной жидкости в силу физико-химических свойств белка-рецептора, его изоэлектрической точки pI [38, cтр. 4542]. Поэтому нами были созданы условия для диссоциации максимально возможного пула ВБ из клеточной поверхности (параграфы 2.3.2-2.3.3). Для этой цели кислотность среды (pH), была изменена путем повышения до 8,0 для того, чтобы ВБ с величиной изоэлектрической точки (pI) менее 8,0 после потери протонов H+ получили отрицательные поверхностные заряды и диссоциировали от отрицательно заряженной клеточной поверхности МКБ. Большая часть ВБ у МКБ имеют pI менее 8,0 согласно литературным данным (Раздел 1).
Затем осажденные центрифугированием обедненные от ВБ клетки в замороженном виде хранятся -70 °С. Отделенные от клеток фракции внеклеточных белков в супернатанте (CFS) с концентрациями белков (30 - 65 мг/мл) и проводимостью (10 - 15 микросименс) фасованные по аликвотам 150 мкл, в замороженном виде хранятся -20 °C [59].
3.3.2 ПААГ электрофорез концентрата CFS c додецилсульфатом натрия
На Рисунке 4 представлен результат ДСН-ПААГ электрофореза ВБ из CFS 6 штаммов. Видны полосы белков в диапазоне от малых пептидов до белков крупного размера.
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Рисунок 4 – ДСН-ПААГ электрофорез внеклеточных белков 7 штаммов.                   1 – Lb. plantarum Р10; 2 – Lb. plantarum Р13; 3 – P. pentosaceus Р7; 4 – Lb. plantarum Р14; 5 - Lactobacillus sakei Р 2; 6 - Lactobacillus plantarum Р13
В задачу проекта входил поиск белков - рецепторов плазминогена среди ВБ, возможные потенциальные представители которых представлены на электрофореграмме (Рисунок 4). Для достижения цели и решения задачи поиска такого рецептора нужно было оптимизировать режим электропереноса белков с разными размерами, что и было предпринято на следующем этапе работы. 

3.3.3 Оптимизация режима электропереноса белков
Оптимизация реализовывалась на модельном белке - бычий сывороточный альбумин (БСА, AMRESCO, США). Сначала были оптимизированы параметры тока и напряжения и выбраны значения для эффективного переноса белков. Последнее оказалось возможным в режиме ограничения по току (из расчета Amax= 1 мА/см2) для гелей размером 4,3 х 5 см и был выбран ток 20мА (Рисунок 5). При токах с превышением этого барьера полосы окрашенного белка БСА на мембране были нечеткими. На рисунке 5 хорошо видна временная зависимость электропереноса. Количество перенесенного на мембрану белка нарастает через каждые 10 мин нахождения в электрическом поле. Отметим, что окрашенные кумасси полосы в нижней части мембраны на рисунке 5А после времени переноса 30 и 40 мин, по-видимому, являются сопутствующими пептидами от эндогенного протеолиза БСА. Они проявляются только при более длительном времени переноса и не видны при 10 и 20 мин переноса (Рисунок 5А). Синхронно эти полосы обнаруживаются в гелях на рисунке 5Б с длительностями переноса при 10 и 20 мин и, по-видимому, переходят на мембрану из гелей с длительностями переноса при 30 и 40 мин (Рисунки 5А и 5Б).
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Рисунок 5А – Зависимость электропереноса модельного белка БСА в количестве 150 мкг/дорожку и его сопутствующих пептидов от эндогенного протеолиза на мембрану PVDF от времени переноса. Режим переноса: 20 мА, 12 В. Время от 10 мин до 40 мин, температура 10ºС. 
Кроме пептидных полос в верхней части гелей на рисунке 5Б видны едва различимые полосы, по-видимому, примесных более крупных белков. На рисунке 6 (А, Б верхний ряд) они более различимо видны при нанесении белков в количестве 75 мкг/дорожку.
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Рисунок 5 Б – Зависимость электропереноса модельного белка БСА в количестве 150мкг/дорожку и его сопутствующих компонентов на мембрану PVDF от времени переноса. Режим переноса: 20 мА, 12 В. Время 40 мин и 10 мин, температура 10ºС. А, Г – ПААГ гели; Б, В - PVDF мембраны.
Таким образом, при нагрузке в гель на дорожку 150 мкг БСА необходимо поддерживать режим тока 20 мА, 12 В, 0,24 Вт и время переноса для белка, равного по размеру БСА, более 10 мин. При 40 мин белок БСА и пептиды переходят из геля на мембрану (Рисунок 5). На рисунке 6 показан электроперенос в режиме, установленном выше, как показано на рисунке 5, с оптимальным временем (40 мин) в зависимости от вносимого на дорожку геля количества белка. Из рисунка 6 видно, что порог чувствительности белка у красителя кумасси составляет 18,75 мкг/дорожку. Уменьшение количества белка до 9,37 мкг/дорожку не позволяет увидеть перенесенный на мембрану белок, однако окрашивание серебром или зондирование с помощью антител, где вторичные антитела конъюгированы с пероксидазой, позволят, по-видимому, обнаружить целевой белок, если уровень его концентрации будет порядка 9,37 мкг/дорожку и даже ниже. Примечательно, что перенос крупных белков происходит также эффективно, как и перенос БСА (случай, когда наносили на дорожку 75 мкг белкового препарата на рисунке 7). На всех ПААГ гелях и в одном случае на мембране с переносом 75 мкг белка на дорожку видны полосы, которые могут быть продуктами протеолиза БСА и они также эффективно переносятся на мембрану как и более крупные белки. Таким образом мы обнаружили, что при времени переноса 40 мин эффективность электропереноса позволяет детектировать все рассмотренные размеры переносимых белков в режиме 20 мА, 12 В, 0,24 Вт, 10 ºС и для скрининга белков разных размеров мы выбрали именно это время переноса.
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Рисунок 6 – Зависимость электропереноса модельного белка БСА и его сопутствующих компонентов на мембрану PVDF от вносимого на дорожку геля количества белка. Режим переноса: 20 мА, 12 В. Время 40 мин, 10 ºС. А, Г – PVDF мембраны; Б,В - ПААГ гели.
На следующей стадии работы был масштабирован режим для электропереноса БСА на PVDF мембрану с большим размером геля 8,5х5 см, площадью 42,5 кв.см, т.к. эксперименты выше (рис.5,6) проводились с гелями и мембранами меньшего размера (4,3х5 см). Новый режим был установлен в пределах 42 мА, 19 В и время переноса 40 мин. при 10 ºС (Рисунок 7).
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Рисунок 7 – Электроперенос модельного белка БСА (9,4 мкг/дорожку) на мембрану PVDF после масштабирования. А – ПААГ гель; Б - PVDF мембрана. Режим переноса: 42 мА, 19 В, 10ºС. Время переноса 40 мин, размеры геля и мембраны - 8,5х5 см.
Подводя итоги результатов параграфа 3.3.3 можно резюмировать, что для размера геля 4,3х5 см, площадью 21,5 см2 режим ограничения по току (из расчета Amax= 1 мА/см2) должен быть в пределах 20 мА, 10 ºС и время переноса 40 мин. Для размера геля 8,5х5 см, площадью 42,5 см2 режим ограничения по току (из расчета Amax= 1 мА/см2) должен быть в пределах 20 В, 42 мА, 10 ºС и время переноса 40 мин.
3.3.4 Скрининг МКБ на плазминоген- связывающую активность с помощью Вестерн - блот анализа


Для проведения скрининга на плазминоген-связывающую активность были взяты из планируемых 35 штаммов МКБ семь штаммов Lactobacillus plantarum Р10; Lactobacillus plantarum Р13, Pediococcus pentosaceus Р7, Lactobacillus plantarum Р14, Lactobacillus sakei Р 2, Lactobacillus plantarum Р13, Lactobacillus casei Р15.
Были приобретены коммерческие реактивы для проведения Вестерн- блот анализа: 

- белок плазминогена из человеческой плазмы GLU (SIGMA, SRP6518); 

- первичные антитела против плазминогена (antibodies-online GmbH, ABIN5596692);

- кроличьи антикозьи поликлональные вторичные антитела, HRP, (SIGMA, A8919).

Скрининг 7 МКБ на плазминоген- связывающую активность, т.е. на наличие белка-рецептора Plg, проводили с применением Вестерн- блот анализа. Для этого образцы концентрата CFS вносили в карманы 10% SDS-PAGE геля (параграфы 2.3.6, 3.3.2) и после проведения электрофореза переносили электроблоттингом на мембраны (параграфы 2.3.7, 3.3.3). Режим переноса соответствовал установленному оптимальному и был в пределах 20 В, 42 мА, 10 ºС. Время переноса 40 мин. Затем, согласно параграфу 2.3.8 было проведено иммунозондирование и получен результат, представленный на Рисунке 9. На дорожке 5 был обнаружен положительный сигнал, указывающий на образование комплекса между неизвестным внеклеточным белком из штамма Lactobacillus sakei Р 2 и плазминогеном человека. Связанный плазминоген является мишенью для первичного антитела (AT1) против плазминогена (antibodies-online GmbH, ABIN5596692) и происходит взаимодействие с образованием тройственного комплекса белков: [ВБ-Plg-AT1]. Взаимодействие первичного антитела с кроличьими антикозьими поликлональными вторичными антителами (AT2 - HRP), (HRP, SIGMA, A8919) позволило обнаружить, благодаря ферментативной реакции пероксидазы (параграф 2.3.9) полосу в районе между 31 кДа и 45 кДа (Рисунок 8).
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Рисунок 8 – Результаты скрининга на плазминоген связывающую активность

М – маркер (MW 14.4-97.4 кДа); 1 - Lactobacillus plantarum Р10; 2 - Lactobacillus plantarum Р13; 3 - Pediococcus pentosaceus Р7; 4 - Lactobacillus plantarum Р14; 5 - Lactobacillus sakei Р 2; 6 - Lactobacillus plantarum Р13; 7 - Lactobacillus casei Р15

Таким образом, используя режим, оптимизированный для электропереноса белков разных размеров на PVDF мембрану, было начато проведение скрининга на плазминоген связывающую активность среди внеклеточных белков, как потенциальных рецепторов плазминогена человека с помощью Вестерн- блот анализа. С помощью Вестерн-блот анализа 7 штаммов МКБ (Рисунок 8) были предварительно обследованы и один из них дал положительный результат, который позволяет выбрать штамм Lactobacillus sakei Р2 в качестве потенциального штамма с Plg-связывающей активностью. Работа по скринингу остальных штаммов будет продолжена.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В 2018 году научно-исследовательская работа проводилась по заданиям календарного плана, представленного в Приложении Б и были получены следующие основные результаты:

Из казахских традиционных продуктов питания домашнего производства было выделено 15 изолятов молочнокислых бактерий. Изучены основные культурально-морфологические свойства выделенных штаммов МКБ.

В результате биохимической и генотипической идентификации определено, что из 15 новых штаммов МКБ, выделенных из казахских традиционных продуктов питания 11 штаммов являются лактобациллами, 2– лактококками, 2 – педиококками
Оптимизирован режим переноса белков из полиакриламидного геля путем изучения взаимозависимости времени переноса, силы тока и молекулярной массы белка, переносимого на мембрану PVDF в устройстве ТЕ2 tank transfer unit (GE Healthcare, США). Эффективный перенос белков возможен в режиме ограничения по току (из расчета Amax= 1 мА/см2): 20 В, 40 мА, 40 мин, 10 °С для гелей размером 8,5 х 5 см. 
 Получены фракции внеклеточных белков из 35 исследуемых штаммов, в том числе 15-ти изолированных из казахских традиционных продуктов питания и 20-ти коллекционных культур для последующего скрининга на плазминоген-связывающую активность с применением Вестерн-блот анализа.

Вестерн-блот анализ фракций внеклеточных белков из 7 выделенных штаммов МКБ в предварительных экспериментах показал положительный результат для штамма Lactobacillus sakei Р2, что позволяет выбрать этот штамм в качестве потенциального штамма с Plg-связывающей активностью. 

Задачи календарного плана на 2018 год полностью решены.
НИР за отчетный период была выполнена с применением современных методов микробиологии, молекулярной биологии и биохимии на высоком научно-методическом уровне, который сравним с общепринятым уровнем в передовых научно-исследовательских лабораториях зарубежья.
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100,0 mn. OTobpaHHble o6pasuibl MoMelLany B TepMocTartbl
«TC-80» npu +18°C, +24°C 1 +30°C, 4TO N03BONANO MOLENNPO-
BaTb BO3MOXHble KOneGaHus TeMnepaTypHbIx ycnosuit. Cnycta
2, 4 118 4acoB ONPe/IENANM KOHEUHYIO KOHLIEHTPALIVIO OMbITHBIX
1 KOHTPOMbHbIX 06Pa3LIOB AE3UHAEKTAHTOB YkasaHHbIMM BbiLLe
MeTofiamu.

[Ing nony4eHus CTaTMCTUYECKM [OCTOBEPHbIX Pe3ynbTaToB
BCE 3KCNIEPUMEHTb! Gbinv MPOBEfEHbl B MATI MOBTOPHOCTAX.
CTaTuCTUHEeCKVIt aHANN3 OCYLLECTBAANCS C NOMOLLbIO MpOrpam-
Mbl MS Excel.

PeaynbTatbl. PeaynkTaThl McCNe0BaHuil MOKa3anM, 4To BO
BCEX MCXOAHbIX OMbITHBIX 11 KOHTPOMbHbIX 0GpasLiax KOHLEHTpa-
Ly paBoyunx pacTBOPOB MepeKCH BOAOPOfIA COOTBETCTBOBANA
HOPMAaTUBHbIM [aHHbIM. KOHLEHTpauMm paGoumx pacTsopoB
nepeKvcH BoJopoa 1 B KOHTPONbHbIX oGpasLiax CrycTs 2 Yaca
npu Temnepartype Bosgyxa +18°C u +24°C, a Takxe crycts
4 yaca npu +18°C He U3MeHUNC.

CHMXeH1e KOHLIEHTpaLMK B pabounx pacTeopax nepekucit
BOJI0PO/}a OTMEYaNoch MU UCMOMb30BAHUN MOKOLLIETO CPEACTBA
«[lemoc». Tak, npu TemnepaType +24°C 3HaYUTENBHOE CHUXE-
HWe oTMeyanu yxe 4epe3 4 vaca (2,6% OT HavanbHoi 3,0%),
a npu +30°C — yepes 2 yaca (2,5% ot HavanbHol 3,0%). Mpu
18-4acoBOM 3KCMO3MLMM BO BCEX OMbITHbIX 06pa3Liax oTMeva-
I0Ch Pe3Koe CHIKEHIE KOHLIEHTPaLMK paBoumx pacTBOPOB Me-
pekucu Bogopopa (1,1-1,7% oT HadanbHoit 3,0%). BepositHo,
3T0 CBA3AHO C TeM, 4TO B cocTaB cpeficTea «[lemoc» BXopsT
3H3UMbI U XUMUHECKWIA OTBENMBaTENb. OfHAKO [ TOTO, YTOGH!
TOYHO YCTAHOBUTL MPUYMHBI JAHHOTO SIBNIEHMA, HEOBXOAVMBI
cnelnasbHble UCCNefoBaHNs B CreLmanu1anpoBaHHoil naopa-
Topun. BmecTe ¢ Tem BUfHO, 4TO cpeficTBO «[lemoc» u, cooT-
BETCTBEHHO, Mpenaparbl, NofoGHble emy Mo CocTaBy, He PeKo-
MeHgyeTcs UcTonb3oBaTh B kadecTee [MAB gns npurotoBneHua
pabounx pacTBOPOB NepeKu1ch BoAopoAa.

IMpy NpoBeAeHUN UCCEROBAHMIA NO MPUMEHEHUIO CPEACTBA
«CynboHon HIM 1» 6biNo yCTAHOBNEHO, YTO KOHLIEHTpaLMW
pabouynx pacTBOPOB NEpeKMCH BOROPOAA TakxKe CHXaCh, HO
He TaK pe3ko, Kak npu fobaeneHnn npenapara «flemoc». Tak,
npu Temnepatypax +18°C 1 +24°C npu 3KCNosnLmumM 2 Yaca KoH-
LieHTpaLus pacTBopa fleavH(eKTaHTa NpaKkTUiecky ocTaBanach
Ha MCXOAHOM YpoBHe (2,9-3,0% oT HauarbHoit 3,0%). CHibkeHue
KOHLIEHTPALMM PacTBopa AeanH(eKTaHTa oTMeyani npu 4- u
18-4acoBOW KCMIO3MUMAX MPU TemmnepaType Bosfyxa +30°C
(2,7% oT Ha4anbHow 3,0%), 4TO NO3BONAET WUCMOMBL30BATL MOHO-
Lwee cpenctBo «CynbdoHon HI 1» B kadecTse MAB, Ho Tonbko
npu TemnepaTtypHoM fuanasoxe ot +18°C o +24°C u B Teve-
Hue He Gonee 4 4acoB Npu AasibHeiLLEM NPOBEAEHNN Nepenpo-
BEPKM KOHLIGHTpaLyi paboyero pacTeopa, UCnonb3ayeMoro A
pabotsl ¢ MBA.

IMpy vcnionsaosaHum npenapara «feTepreHt 7X» Gbino yeTa-
HOBJIEHO, 4TO KOHLIEHTPaLMM paBoUnx PacTBOPOB NEpeK1cH Bo-
[opofia NpaKTUYEeCKN He M3MEHANUCb B TeueHue 18 yacos
(2,9-3,0% oT HavanbHoit 3,0%). HesHauuTenbHble OTKIIOHEHNS B
pamKax CTaTUCTU4ECKOI NOrPELLHOCTM OT UCXOAHOI KOHLIEHTpa-
L1 Ha6mnioAanu B OTAENbHbIX CEPUSX AKCMIEPUMEHTOB.

BbiBogbl:

1. Mpenapar «[eMoc» CHUXAET KOHLIEHTpaLK padoumx pac-
TBOPOB Nepekycy BOIOPOAA, 0COBEHHO NPY MOBBILLEHMM TeMMe-
patypbl. [laHHbIA Npenapart 1 aHasnornyHble emy MoloLe cpep-
CTBa He PeKOMeHyeTcs NpuMeHsTb B kauecTse MAB ans npu-

TOTOBNEHNS Pabo4MX PacTBOPOB MEPEKUCHbIX COEAMHEHUA B
MUKPOGUONOr4eckinx naoparopusx.

2. Mpenapat «CynbgoHon HIM 1» yMepeHHO CHUXaeT KoH-
LEHTpaLUMu pabounx pacTBOPOB Mepekuc BofOpofa.
lMpuMeHeHMe Takux nperapaToB BOSMOXHO MPU KOMHATHbIX
Temnepartypax (+18°C — +24°C) B Te4eHue He Honee 4 4acos.

3. Mpenapar «[leTepreHT 7X» He OKa3biBaeT OTPULIATESNbHOTO
BNVAHUA Ha [IMHAMMKY CHUXEHMA KOHLIeHTpaLmm pabounx pac-
TBOPOB NEPeKMCH BOAOPOAA U MOXET BbiTb PeKOMeHAOoBaH Ans
1cnons3osaHua B kadectse MAB.

Pabora BbinonHeHa B paMkax 0TPac/IeBOM Hay4HO-Uccneso-
BaTe/bCKOMA nporpammbl PocrioTpebHagaopa Ha 2016-2020 rr.

AHTUMUKpPOGHbIe CBOICTBa NenTuaa
MOJIOYHOKMUCTION GaKTepuw, BbIBENEHHOM
M3 TPaAMLIMOHHOTO NPOAYKTa

C.M.WWaixuH, M.C.Ypa3osa, I".K.A6uraesa, J1.P.XKanaposa,
X.B.TekebaeBa, 3.C.CapmypauHa, K.J1.3aKapbs,
A.B.A6Xanenos

PIT1 Ha MXB «Pecry6nmkarckas Konnexkums
MUKpoOpraHuamoB», r. Actana, Kasaxcrat

BakTepuoLyHbl, nnn aHTUMUKpoGHbIe nenTiasl (AMI), npea-
CTaBNAUOT COGOM HeGOMbLLUME MENTUALI, KOTOpbIE HAPYLLAKT Lie-
IOCTHOCT MembpaH GakTepuanbHbix knetok. Ceivac AMI
paccMaTpyvBaloTCs Kak aslbTepHaTUBHbI MHCTPYMEHT Ans Gopb-
6bl ¢ natoreHHbIMM GakTepuamin. Mono4Hokucrble GakTepun
ABNAIOTCA OAHUM U3 OCHOBHBIX MCTOYHUKOB GMOCHHTE3a GaKTe-
pviouuHos 1 AMM.

TpoGUOTMKM — 3TO HeMaToreHHbIe MUKPOOPraHaMbl, KOTO-
pble OKa3bIBaIOT MONOKMTENbHOE BIUSHUE Ha 3[OPOBLE CBOETO
X035MHa. Pa3niuHble MUKPOOPraHU3Mbl, MaBHbIM 0GPa3oM Mo-
NOYHOKWCTIble BaKTepuy, OLEHMBAIOT MO WX MPOGMOTAYECKOMY
NoTeHUMany 1 NPUMEHSIOT B Pa3fMiHbIX BUAAX NULLEBbIX NPo-
[LYKTOB 11 TEpaneBTUHECKUX NPenapaTos.

BONbLUMHCTBO MPUKNaAHbIX UCCNefoBaHMi COCPeoTOHeHo
Ha GaKTepuoLyHaX M3 TpaMrMoNOXMTENbHbIX MPOBUOTUHECKUX
MMKPOOPraHM3MOB, FMaBHbIM 0GPasoM MOMOHHOKMUCIbIX GaKTe-
puit. Micnonbaosanne AMI Bee LWmpe pacnpocTpaHsieTes B Mpo-
JIOBONbCTBEHHOM W MEWLMHCKOM CEKTOpaX 3KOHOMMKM.
HecmoTps Ha onryto NCTOPHIO DepMEHTUPOBAaHHBIX NPOMYKTOB
B LleHTpanbHoi Asun 1, B 4acTHoCTH, B KasaxcTaHe, Hay4HbIM
VICCIEiOBaHNAM MX KayecTBa W 6e30nacHOCTU 3[ech yAeneHo
MeHbLLIE BHUMaHWS! 10 CPABHEHMIO C BbICOKOPA3BUTLIMY CTpaHa-
MK, Takumu kak Sinonus, CLUA u psp eBponeickux cTpa.
MHorve npopykThl Ha pbiHkax KasaxcTaHa MpousBOAsTCS Ky-
CTapHbIM CMIOCOGOM Ha HeBOMbLUMX NPEANPUATUSX.

Llenbio HacTosilwero vccnefnoBaHna Gbino U3y4eHie npo-
61OTUYECKNX CBOVACTB, CBASAHHBIX C aHTUMMKPOBHOI aKTUBHO-
CTbl0 MOMNOYHOKUCTION GakTepu, Wramma Lactobacillus sakei
B-RKM 0559, BbifeneHHoro 13 AOMALLHEro Ka3axcKoro Tpau-
LIMOHHOTO MSCHOTO MPOAYKTa «Kasbl» M3 KOHWHbI. LLTamm-
npoyLieHT 1 ero AMI siBRsitoTCS MHMMGUTOpaMK pocTa naToreH-
HbIX 6aKTepUid 1 MOTYT BbITh UCMONL30BaHbI B MULLEBON, Meau-
LMHCKOI NPOMBILLNEHHOCTV U B CENbCKOM XO3SICTBE.

MeTogbl. Ltammbl Escherichia coli 157 B-RKM 0040, Sta-
phylococcus aureus 209P B-RKM 0057, Serratia marcescens
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221 F B-RKM 0059, Listeria monocytogenes B 0600 KK, Lacto-
bacillus sakei B-RKM 0559 6binn B3sTbl 3 Mysest PITI «Pec-
ny6nukaHckas Konnekumsi Mukpoopraxuamos» KH MOH PK.

Oumctka AMIM u3 wramma Lactobacillus sakei B-RKM 0559
BbINONHANACH CTAHAAPTHO M BKIKOYana Cynbahart-aMMOHiiHoe
(hpaKLMOHNpOBaHHe, renb-thunbTpaumio Ha cmone Biogel P-6
(Bio-Rad, CLLIA) n xpomatorpadmio Ha SP-cechapose u MonoS
TM 5/50 GL (GE Healthcare) ¢ nomotuipto cuctemsi AKTA pure 25
(GE Healthcare Life Sciences). KonoHky ypasHoBeLumsan 6y-
chepom A (20 MM chocehata Hatpus, pH 6,0, 0,1 M NaCl, 0,1 MM
OATA, 0,1 MM wmepkantoataHon, 1 MM PMSF). AkTnBHOCTb
AMI oUeHMBanK OGLLENPUHATLIM METOIOM ANddy3um B arape.
OnekTpodhopes Tricine-SDS-PAGE ucrionb3oBanm ans onpepe-
neHna MonekynspHoit Maccel AMP. ®pakuun co ctagum renib-
unsTpaLmMm obbeuHsNM, pastaensmv B 2 pasa Gycepom A u
HaHOCMAM co CKOpocTbio 1 MN/MUH Ha konoHky MonoS 5/50 GL,
nopkmto4erHyto k cucteme Acta FPLC, Amersham Biosciences.
locne nonHoro HaHeceHus o6pasLia KOMOHKY MPOMbIBAK 6y-
cepom A. 3aTeM Yepes KONOHKY nponyckany Bychep A ¢ Hapac-
TaloLLWMM rpagyeHToM KoHLeHTpauum ot 0 go 1,0 M NaCl. Cko-
pocTb antoLmm Gychepa 1 MI/MIH, KONNEKTOP thpakLmil BKIKOYEH
B pexume c6opa 1 M/tpakumio.

Pesynbtathl M obcyxaenue. [enb-punstpauus 70%
CcynbehaT-aMMOHUIAHON paKLK, NONY4eHHON 3 GeCKNeTo HO-
TO CynepHaTaHTa 26-4acoBoii KyNisTYpanbHOM XUAKOCTH LUTaM-
Ma L. sakei B-RKM 0559 nokasana Hanuuue aHTUMUKPOBHOM
(AM, 6axTepuoLMHOBON) aKTUBHOCTW B CBOGOAHOM O6beme
anouyn. STOT arperaLoHHbIi ahdeKT MOXeT ObiTb CBR3AH
C rapothoGHBLIM XapaKTepoM NOBEPXHOCTU MOMEKymbl Mccre-
nayemoro AMIN. B nonbay Takoro npeanonoxexus caupeTent-
cTByeT otcyTeTBre AM-aKTUBHOCTM K MHIVKATOPHOI KyNbType B
paboyeit obnacti anoumy nentaos (1000-5000 [a), xoTa 310
TOT [anasoH, B KOTOPOM HaXOAUTCA GOMbLUMHCTBO U3BECTHbIX
6aKTepuoLIMHOB — cakaunHoB (sakacin). [1nf BbisCHeHMs Mone-
KynsipHot maccel AMI, oTBeTcTBeHHOro 3a AM-akTMBHOCTS,
6bin NpoBefieH 3neKTpochope3 MONMNENTUROB BO hpaKLuM,
chopMupytoLLE MUK MaKCUManbHOWM OMTUYECKOHA MAOTHOCTM
A280 v N1k MakcumansHoii AM-akTBHOCTM B cBO60AHOM 06be-
Me. Bbino ncnonb3osaHo okpaluMBaHue cepefpoM paspenet-
Hbix B MAA-rene nenTUOoB kak HauGomnee HyBCTBUTENbHbIM
MeToz 0GHapy)XeH!s NONMNenTUaoB B rene. Pesynbrar anekTpo-
¢hopesa nokasarn, 4To Bo ppakuum B12, T.e. B nnke Makcumars-
Hol AM-aKTMBHOCTY, HaxoduTcs MOMMNENTUA C MONeKyNspHoW
maccoit 10 000 [la v npaKTecki OTCYTCTBYIOT cakaLHbl, UMeto-
lMe MeHbluMe pasmepbl. [lo-BUAUMOMY, W3MepReMas Hamu
AM-aKTBHOCTL OGYCTIOBNIEHA MMEHHO NenTUROM C NPUBNM3N-
TenbHoM MoneKynsipHoi Maccoii 10000 [la, Tak Kak noxoxue no
pasmepy GaKTepUOLMHbI U GaKTepuOLMH-NOAoGHbIe NenTiabl
6binK HalifleHbl Y MHOTUX PO0B Y BUIOB BakTepuil. HeflagHo ua
wramma L. sakei U3 depMeHTUpOBaHHOro MACHOrO MpopykTa
6bIn BbifeneH AMIT ¢ MonekynsipHoi Maccoit 10000 [l

Wccnepyembiit: AMIT MeeT cymMMapHbIA NONOXUTENbHbIA
3apa npu pH 6, NockonbKy OH Mpo4HO cBA3bIBaeTCs ¢ SP-
cethapo3oii 1 MonoS 1 anioupyeTcs U3 KOMOHOK MpU BbICOKMX
KOHLeHTpauusix coneit (0,65 M n 0,85 M CcOOTBETCTBEHHO).
Mo pesyneratam cesisbieaHus AMIT ¢ MonoS 13 Beex 10-kpar-
HbIX KOHLIEHTPATOB thpakLmil antoLm Tonbko ¢pakums B8 no-
Kasana AM-akTUBHOCTb C AVaMeTPOM 30HbI WHTMGMPOBAHUA
POCTa MHAVKATOPHOI KynbTypbl S. aureus = 7 MM 11 IMEHHO B

Heil Haxopwricsi MenTUA ¢ MorekynspHoi maccodt 10000[.
10-KpaTHble KOHLIEHTPaTbI OCTasbHbIX (hpaKLmid, B TOM uucne B7
1 B9, He naBanu 30H MHMMGUPOBaHWS B MeTOfE OMpe/ieneHms
AM-akTiBHOCTM — Audbcpy3in B arap. YCTOWHMBOCTL MOHHbIX
B3aumMopericTami Mexay AMI v konoHkamm yka3biBaeT Ha Bbl-
COKYK M303MeKTpuuecKylo Touky AMII, KoTopasi xapakTepa
ans AMI GonbLUMHCTBA MOIOYHOKMCNbIX GakTepuid. Xpomaro-
rpachisieckue (hpakLmv ¢ MakcUMansHow akTueHocTeio AMM co-
[Jepxany nonunenTig ¢ MoNeKynspHoiA Maccoii okono 10000 [la
B cootBeTcTBUM ¢ Tricine-SDS-PAGE, uto Haxoputcs B Xopo-
LUeM cornacuu ¢ AaHHbiMW nuTeparypsl. Viccnepyemblit AMP
MMeeT CXO[ICTBO MO MOMNeEKYNAPHOI Macce ¢ GakTepuoLHaMu
13 [IPYriAX UCTOHHUKOB.

AMI 4yBCTBUTENEH K MPOTEOMMTUYECKUM (hepmeHTam. STo
[lenaet ero 6e30macHbiM B OTHOLLIEHUM 3arpA3HEHMs OKpyXato-
LLieit cpefbl, HABNIOLAEMOro Ha NpuMepe aHTUBMOTHKOB. Takxe
©OH TepmMocTabuneH (80°C, 30 MUH) 1 OCTaeTCS! aKTUBHBIM B LUM-
pokom Avanasoxe pH. ST cBoilcTBa NenTuga No3BONAIOT k-
TENbHO (hYHKLIMOHUPOBAT B M3MEHUMBBIX YCTOBMSX TEXHONOTY-
HECKMX MPOLIECCOB (hepMEHTALIN 11 XpaHeHs MPOAYKTOB MuLLe-
BOI MPOMBILLNEHHOCTM. [enTup aKTVBEH Kak MpoTMB rpammnono-
XutenbHbix Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
TaK W rpamoTpuuatensHbix GakTepuit-natoreHos Escherichia
coli, Serratia marcescens, aBnsioLLMXCA 06bEKTaMU UcCneoBa-
HUA B CUNY MX ONaCHOCTM ANS 3[0POBbA YenoBeka.

3akntoyeHmne. CoBOKYNHOCTb CBOVCTB HoBOro AMIT, 13yueH-
HbIX 3[iecb, NO3BONAET cAenaTb BbiBof 0 ToM, 410 AMM umeet
MonekynspHyto Maccy okono 10 000 [la v yaosneTsopsieT Kpu-
TepuAM GUOTEXHONOTMN ANS MULLIEBOI 1 MEAMLIMHCKOM NPOMBILLI-
NeHHoCTH.

Benok BHewwH el mem6paHbl SurA 1 ero ponb
B NaTtoreHHoCTH Yersinia pestis

P.3.lWaiixyTavHoBa, T.3.CeeToy, C.A.MBaHoB,
T.U.Kom6aposa, C.B.JleHToBcKas

®BYH «[ocynapcTaerHbiit Hay HbIA LieHTp npuknagHoi
MuKpobuonorm 1 6uotexHonorun» PocrioTpebHagaopa,
r.n. O6oneHcK

HapyxHas MemGpaHa rpamoTpuLaTenbHbIx 6akTepuit conep-
XUT Lenbiii pap Genkos, NofepXvBaloLLMX CTPYKTYPHYIO Lie-
JIOCTHOCTb KNETOuHOW 0Bonodkn GakTepuit. Benok BHeLUHei
MemBpaHbl SurA (Survival protein A) BriepBble MASHTUULMPO-
Banu Kak hakTop, UrpatoLLii BaXHYHO POMb B BbIXMBAHUM Kre-
Tok Escherichia coli B cTauvioHapHoii tase pocta. okasaHo,
uTo Genok SurA MoxeT obnafatb kak MenTWAWN-MPoONUA U3o-
Mepa3HOii aKTUBHOCTbIO, TaK 1 BLIMOMHATL (hHKLIWM LLIAMEpOHa.

Jins u3ydeHns ponu aToro Genka B natoreHHocTw Yersinia
pestis Mbl MONy4MK NYTEM annenbHOro 0GMeHa ¢ UCTIoNb30Ba-
HMeM cyuumaHoro BekTopa pCVD442 HokayTHbIA MyTaHT
Y. pestis 231AsurA:kan, pecekTHblii Mo cuHTesy SurA.
BupynetTHocTb MyTaHTa onpefensnu no senuinHe LDs nmo
CPaBHEHMIO C UCXOAHbIM LWTaMmoM Y. pestis 231 npu nopKox-
HOM 3apaxeHun GecriopofHbIX MblLLeit 1 Kpbic. Bbi1BaemocTb
MblLLEH, UHMLMPOBaHHBIX LuTaMMoM Y. pestis 231AsurA:kan
B fose 10° KOE, pocturna 100%, B TO Xe BpeMa BCE MbILLM
nocrie 3apakeHmst UCXOPHbIM LTammoM Y. pestis 231 B fose

i
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AHTUMUKPOGHbIE CBOWCTBA NENTUAAa MONIOYHOKICNION
6aKTepuu, BbIieNeHHONM U3 TPAAMLIMOHHOrO NPoAYKTa
C.M.LUaitxun, M.C.Ypasosa, [ K.A6uTaesa, J1.P.)Kanaposa,
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Bns BbiSBNeHus Pseudomonas aeruginosa

AN.\enenu, A.b.Cepreesa,

0.B.Monocenko, UAMapmxuHa ............ooviiiiniiiinann.

BrusiHMe arapoBbix nUTaTesbHbIX Cpef
Ha 3hheKTMBHOCTL NNa3MUAHOI KPUOTPaHChopMaLMK
TYNSpeMuitHoro Mukpo6a

H.A.Lnwkosa, B.M.Nasnos, .M.Baxpameesa, A.H.Mokpuesmy
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Bo3MOXHbII CMOCO6 ANUTENBHOTO COXpaHEHUs!
MPUXOTNMBLIX MUKPOOPraHU3MOB
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CucTematynka Bo36yuTeneii 6aKTepuansHbiX NPUPoOfHO-
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C.H.LUnbiHog ) 5
OnbIT MONEKYNAPHO-TEHETUHECKON ACTEKLMN (hparMeHToR
reHa konnGakTuHa Escherichia coli npn BocnanuTenbHbIx
3a60M1eBaHNSAX KULLEYHUKA

[ K.1OmaryxuHa, A.P.Mag3ioTos. ... ... IR
MALDI-TOF MS 1 nonumepasHas uenHas peakums
B MAGHTUUKALIMK HechePMEeHTUPYIOLLMX
rpamMoTpuLaTenbHbIX 6akTepuit

W.ASHTypuHa, I.9.XacaHosa, A.P.MasatoTos. SR
O pesynbTarax U3y4eHinsi aHTUGMOTUKOHYBCTBUTENBHOCTH
CanbMOHEN, BbiAeNeHHbIX M3 MULLEBbIX NPOJYKTOR
W BHelLIHeiA cpefibl Ha TeppuTopuy PocToBcKol o6nacTu

AM.Psi6osa, 1.5.pyan, T.C.MopxuaH, T.B.OMenbueHko.
PesynbTaThl OLEHKN YPOBHEI MHGMLMPOBAHNA
Ixodes persulkatus Bo36yauTensiM1 aHannasmo3os,
3PAMXMO30B U KNeLyeBbIX 60pPeNo3oB B PaBHUHHOK
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
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ПРИЛОЖЕНИЕ В

Таблица 4 - Результаты идентификации методом анализа нуклеотидной последовательности гена 16S rRNA
	Наименование изолята
	Нуклеотидная последовательность
	Идентификация нуклеотидных последовательностей в международной базе данных (www.ncbi.nlm.nih.gov) алгоритм BLAST

	
	
	наименование штамма
	% совпадения
	accesion number genebank

	1
	2
	3
	4
	5

	Р 1


	tcatggctcaggacgaacgctggcggcgtgcctaatacatgcaagttgagcgctgaaggttggtacttgtaccgactggatgagcagcgaacgggtgagtaacgcgtggggaatctgcctttgagcgggggacaacatttggaaacgaatgctaataccgcataaaaactttaaacacaagttttaagtttgaaagatgcaattgcatcactcaaagatgatcccgcgttgtattagctagttggtgaggtaaaggctcaccaaggcgatgatacatagccgacctgagagggtgatcggccacattgggactgagacacggcccaaactcctacgggaggcagcagtagggaatcttcggcaatggacgaaagtctgaccgagcaacgccgcgtgagtgaagaaggttttcggatcgtaaaactctgttggtagagaagaacgttggtgagagtggaaagctatcaagtgacggtaactacccagaaagggacggctaactacgtgccagcagccgcggtaatacgtaggtcccgagcgttgtccggatttattgggcgtaaagcgagcgcaggtggtttattaagtctggtgtaaaaggcagtggctcaaccattgtatgcattggaaactggtagacttgagtgcaggagaggagagtggaattccatgtgtagcggtgaaatgcgtagatatatggaggaacaccggtggcgaaagcggctctctggcctgtaactgacactgaggctcgaaagcgtggggagc
	Lactococcus lactis
	100
	JQ795807.1

	Р 2


	GCCATTAAAGATCTATACATGCAGTCGACGCACTCTCGTTTAGATTGAAGGAGCTTGCTCCTGATTGATAAACATTTGAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTAAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAAACCTAACACCGCATGGTGTAGGGTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTTAGGATGGACCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGACCGTGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGTATCTGATAGTAACTGATCAGGTAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTGTCTGGTCT
	Lactobacillus sakei
	99
	JQ411246.1

	Продолжение таблицы 4

	1
	2
	3
	4
	5

	Р 8


	ATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAATTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCA
	Lactobacillus fermentum
	99
	CP031195.1

	
	
	Lactobacillus gorillae

	97
	KZ01

	
	
	Lactobacillusingluviei 

	93
	KR3

	Р 9


	ATGACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTAAGAGTAACTGTTTACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCA
	Pediococcus pentosaceus

	99 
	DSM20336

	
	
	Pediococcus stilesii

	98
	FAIR-E180

	Р 5


	GCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAYGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGA
	Lactobacillus fermentum
	99
	MF689039.1



	
	
	Lactobacillus gorillae

	97
	KZ01

	
	
	Lactobacillus ingluviei 

	93
	KR3

	Продолжение таблицы 4

	1
	2
	3
	4
	5

	Р 4


	TGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCA
	Lactobacillus paracasei

	100
	NR_113823

	Р 7


	AGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGYAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTAAGAGTAACTGTTTACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCC
	Pediococcus pentosaceus

	99
	DSM20336

	
	
	Pediococcus stilesii

	98
	FAIR-E180

	
	
	
	
	

	Р 10


	ATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAAAGAGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGRGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAG
	Lactobacillus plantarum

	100
	LK392324.1


	Продолжение таблицы 4

	1
	2
	3
	4
	5

	Р 11


	AGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTC
	Lactobacillus plantarum

	100
	LK392324.1



	
	
	Lactobacillus plantarum
	100
	KJ526934.1

	Р 6


	AACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAYGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGT
	Lactobacillus fermentum
	99
	CP031195.1

	
	
	Lactobacillus gorillae

	97
	KZ01

	
	
	Lactobacillus ingluviei


	93
	KR3

	Р 15


	AACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAAC
	Lactobacillus casei
	99
	KJ764647.1

	
	
	Lactobacillus paracasei 
	99
	KJ764646.1


2

