
ª 2007 The Authors Journal compilation ª RCOG 2007 BJOG An International Journal of Obstetrics and Gynaecology

Лактобациллы (Lactobacillus) в микрофлоре влагалища здоровых
женщин в первом триместре беременности.

Адрес для корреспонденции: Dr. H Kiss, Medical University of Vienna, Department of Obstetrics and Gynaecology, AKH-Wien, 
Wahringer Guertel 18-20, A-1090 Vienna, Austria. 
E-mail: Herbert.kiss@meduniwien.ac.at

DOI: 10.1111/j.1471-0528.2007.01412.x

www.blackwellpublishing.com/bjog
Basic science – фундаментальная наука

Ссылка на данную работу: Kiss H., Kogler B., Petricevic L., Sauerzapf I., Klayraung S., Domig K., Viernstein H., 
Kneifel W. Vaginal Lactobacillus microbiota of healthy women in the late first trimester of pregnancy. BJOG 2007;114:1402-1407.

Цель. Исследование было проведено с целью 
охарактеризовать доминантные виды лактобацилл, 
которые колонизируют влагалище здоровых беременных 
женщин, для того, чтобы изучить их  некоторые 
фенотипические и генотипические свойства, а также 
получить лучшее представление о потенциальной роли 
этих видов.
 
Тип. Описательное проспективное групповое 
исследование.

Место проведения. Отделение акушерства и 
гинекологии, Венский медицинский университет и 
медицинская школа, Вена, Австрия.

Испытуемые. В исследовании приняли участие 200 
женщин, находящихся в конце первого триместра 
беременности без клинических признаков 
бактериального вагиноза. Нормальные показатели 
флоры влагалища были выявлены у 126 из 200 
испытуемых женщин (основываясь на методе 
окрашивания по Граму).

Методы. Пробы культур бактерий, взятых у 126 женщин, 
были подвержены дальнейшей обработке для выявления 
видов лактобацилл. В общей сумме в 168 колониях у 84 
женщин были выявлены микроорганизмы рода 
лактобацилл (Lactobacillus). 

Основываясь на комбинированных результатах 
микробиологических методов и множественного 
видоспецифического ПЦР-анализа для определения 
родовой принадлежности, лактобациллы были выделены 
из влагалища 72 женщин. 

Основные исходные показатели. Идентификация 
видов лактобацилл флоры влагалища у здоровых 
беременных женщин.

Результаты. Наиболее часто встречающимися видами 
оказались Lactobacillus crispatus и Lactobacillus gasseri, за 
которыми следуют Lactobacillus jensenii и Lactobacillus 
rhamnosus.

Выводы. Полученные результаты могут быть 
использованы при разработке лекарственных 
препаратов, в состав которых входят лактобациллы, и 
которые применяются для профилактики 
рецидивирующих вагинальных инфекций.

Ключевые слова. Идентификация, Lactobacillus, 
беременность, влагалище.
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 Результаты. Наиболее часто встречающимися видами оказались Lactobacillus crispatus и Lactobacillus gasseri, за которыми следуют 
Lactobacillus jensenii и Lactobacillus rhamnosus.

Выводы. Полученные результаты послужили основанием для создания уникального комплекса лактобактерий, содержащего 
L.crispatus, L.gasseri, L.jensenii, L.rhamnosus в количестве 100 х 109 КОЕ/г каждой, предназначенного для лечения и профилактики 
бактериального вагиноза. На фармацевтическом рынке Европы этот комплекс имеет название Астарте (www.astarte-probiotics.com),  
в Украине – Флориум (www.anantamedicare.com).
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Введение

Во влагалище здоровой женщины в большом ко-
личестве присутствуют разнообразные виды лактоба-
цилл, которые играют важную роль в защите от гени-
тальных инфекций. В период беременности особо ва-
жен естественный и здоровый баланс флоры во влага-
лище, так как вагинальная инфекция может привести 
к преждевременным родам. Недостаток лактобацилл 
может нарушить баланс микрофлоры во влагалище, 
что в свою очередь часто приводит к появлению син-
дрома бактериального вагиноза, 2,3 который связан 
с количественными и качественными изменениями 
флоры влагалища: уменьшением количества лактоба-
цилл и резким увеличением количества анаэробных 
бактерий.4 По словам Ньюджента и др. бактериальный 
вагиноз характеризуется абсолютным снижением ко-
личества лактобацилл и одновременным увеличени-

ем количества грамвариабельных и грамотрицатель-
ных палочек, в первую очередь, таких как Gardnerella 
vaginalis, а также Bacteroides, Prevotella и Mobiluncus.2,3 

Однако, уменьшение количества лактобацилл во вла-
галище также подвергает инфицированию небере-
менных женщин, что может привести к эндометриту 
или даже воспалению органов малого таза.6,7  

Отмечено, что разные виды лактобацилл в раз-
ных количествах присутствуют во влагалище. Они 
отличаются скоростью роста и вырабатывают либо 
молочную кислоту, либо пероксид водорода.8 На 
данный момент выявлены следующие виды лак-
тобактерий: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 
fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, 
Lactobacillus jensenii, Lactobacillus casei, Lactobacillus 
delbrueckii, Lactobacillus vaginalis и Lactobacillus 
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Для проведения ДНК исследований каждый изолят 
лактобациллы был предварительно выращен в 
питательной среде МРШ, при условии инкубирования в 
анаэробных условиях в течение 24 часов при 37°С; 1,5 мл 
данной бактериальной культуры центрифугировали 
(5415 R; Eppendorf, Гамбург, Германия) в течение 7 минут 
при 4°С (5900 g). Осадок был перерастворен в 900 мкл 
стерильном растворе хлористого натрия (0,9%), 
перемешан и снова подвержен центрифугированию. 
После этого удалили надосадочную жидкость и 
повторили стадию отмывания. Осадок был промыт в 900 
мкл стерильной этилендиаминтетрауксусной кислоты (50 
мM, pH8) и потом хранилась при -20°С. Согласно 
протоколу фирмы-производителя для получения ДНК 
образцов был использован набор для выделения ДНК 
(Genomic DNA Purification Kit) (Gentra Systems, 
Миннеаполис, Миннесота, США).

В первом ПЦР анализе изоляты были определены до 
уровня рода, используя праймеры LbLMA1-rev и R16-1 (на 
основании работ Дюберне и др.11). Реакционная смесь 
(общий объем 25 мкл) содержала 1 мкл каждого праймера 
(10 мM), 10Х ПЦР-буфер (Finnzymes, Эспоо, Финляндия), 
дезоксирибонуклеотид трифосфат (dNTP)-Mix (10 мM) 
(Roth, Карлсруэ, Германия), DynaZyme (2 U/мкл) 
(Finnzymes) и 0,5 мкл бактериальной ДНК. Амплификация 
была произведена в термоциклере «Mastercycler 
gradient» (Eppendorf ) при следующем температурном 
режиме: предварительная денатурация при 94°С в 
течение 4 минут; 35 циклов, включающих денатурацию 
при 94°С в течение 1 минуты, отжиг при температуре 55°С 
в течение 1 минуты, включая приращение времени на 2 
секунды, 1 минута элонгации при 72°С и 8 минут 
заключительной элонгации при 72°С. Продукты ПЦР были 
визуализированы при помощи агарозного 
гель-электрофореза и сфотографированы в УФ-свете.

Колонии, которые были определены при помощи 
ПЦР как относящиеся к роду лактобацилл, и все типы 
штаммов были оценены с применением метода 
множественной ПЦР, как описано в работе Сонг и др. 
(Song et al).12 ПЦР-G использовали для группирования 
лактобацилл со специфическими для групп праймерами 
Lac-2, Ldel-7, LU-5, LU-3 и LU-1, после чего применялся 
метод ПЦР с видоспецифическими праймерами для 
идентификации на уровне видов. Праймеры Ljen-3, Laci-1 
и 23-10C использовались для идентификации L. jensenii и 
L. acidophilus. Праймеры Lcri-3, Lcri-2, Lgas-3 и Lgas-2 
использовались для идентификации L. crispatus и L. 
gasseri. Праймеры LU-5’, Lpar-4 и Rha II использовались для 
выявления Lactobacillus paracasei и Lactobacillus rhamno-
sus. ПЦР с праймерами Lsal-1, Lsal-2, Reu-1, reu-4, Lpla-2, 
Lpla-3, Lfer-3 и Lfer-4 проводилась для распознавания L. 
salivarius, Lactobacillus reuteri, L. plantarum и L. fermentum. 
В дополнение использовалась пара праймеров: “casei” и 
“Y2” для идентификации L. casei (по методу Ward et al.13)

RAPD анализ (произвольно амплифицированная 
полиморфная ДНК) проводился с 
преобладающими видами лактобацилл, обнаруженных в 
ходе исследования. Образцы ДНК были взяты из 
предыдущих ПЦР амплификаций. Использовались семь 
разных RAPD праймеров (как описано в работах Daffon-
chio et al.,14 Andersson et al.,15 Klein et al.,16 Cocconcelli et 
al.,17  и Johansson et al.,18), а также Pharmacia Primer-Set 
(Pharmacia Biotech, Уппсала, Швеция). ПЦР смесь 
содержала 2 мкл RAPD праймера (12,5 пкмоль/мкл), 10Х 
ПЦР-буфера (Finnzymes), dNTP-Mix (10 mM) (Roth), 
DynaZyme (2 U/мкл) (Finnzymes) и 0.5 мкл ДНК раствора. 
RAPD-ПЦР проводилась в амплификаторе Masterycler 
gradient (Eppendorf ) при следующем температурном 
режиме: предварительная денатурация при 95°С в 
течение 5 минут, за которой следовали 45 циклов (1 
минута при 95°С, 1 минута при 36°С и 2 минуты при 72°С), 
и заключительный этап длится 10 минут при 72°С. 

Материалы и методы

Проведение настоящего исследования было 
одобрено комитетом по этике Венского медицинского 
университета. В исследовании приняли участие женщины 
со сроком беременности от 11 до 14 недель, которые 
планировали рожать в отделении акушерства и 
гинекологии Венского медицинского университета. Перед 
началом исследования каждая пациентка изучила и 
подписала форму согласия. Условием для допущения к 
участию в исследовании было отсутствие субъективных 
жалоб, вагинального кровотечения, клинических 
признаков вагинальной инфекции, а также при условии 
диагностированной нормальной флоры влагалища.

В дополнение к положенному дородовому 
исследованию, которое включает в себя обследование на 
наличие инфекций при помощи взятия обычного мазка из 
влагалища, у испытуемых с использованием стерильного 
тампона был взят мазок влагалищного секрета для 
культивации лактобацилл. Мазки на исследование были 
переданы в микробиологическую лабораторию 
отделения акушерства и гинекологии. Все 
подготовленные материалы подвергались окрашиванию 
по Граму и оценивались по системе Ньюджента.

Образцы бактериологического посева, взятые у 
женщин, влагалищная флора которых была 
классифицирована как нормальная (число баллов по 
Ньюдженту 0-3) и в которых не было выявлено 
колонизации Candida (споры и гифы), были помещены в 
транспортную среду и переданы в Венский университет 
природных ресурсов и прикладных биологических наук 
для дальнейшей обработки и видовой идентификации 
лактобацилл, используя фенотипические и 
генотипические методы. Обзор аналитических методов 
представлен на рисунке 1. 
Влагалищные мазки были извлечены из транспортной 
среды и нанесены штрихами на агар МРШ (Мана, Рогоза, 
Шарпа) (компания Merck, Дармштадт, Германия) для 
идентификации лактобактерий. Для описания 
сопутствующей микрофлоры те же образцы мазков были 
использованы для проведения посева на следующих 
видах агара: Gardnerella (компания bioMerieux, Марси 
Л’этуаль, Франция), Chromocult Coliform (Merck), MacCon-
key (Merck) и Schaedler KV с 5% содержанием овечьей 
крови (BD Diagnostics, Спаркс, Мэрилэнд, США) для 
выделения энтеробактерий, BBL CHROMagarTM Candida 
(BD Diagnostics) и YGC агар (Merck) для выделения 
дрожжевых грибов, а также агар Columbia с 5% 
содержанием овечьей крови (BD Diagnostics) для 
культивации микроорганизмов со сложными 
питательными потребностями. Пластинки с агаром МРШ и 
Schaedler KV были инкубированы в анаэробных условиях 
в течение 48 часов при температуре 37°С. Образцы на 
пластинках с агаром YGC и CHROMagar Candida 
культивировались в течение минимум пяти дней при 
температуре 25°С. Остальные пластинки инкубировали в 
аэробных условиях в течение 24-48 часов при 
температуре 37°С, за исключением только агара Gardner-
ella, который инкубировали в анаэростате в 
микроаэрофильной атмосфере. 

Все колонии, полученные на агаровых пластинах, 
были обследованы макроскопически и после этого 
обеззаражены, за исключением бактериальных изолятов, 
собранных с МРШ агара. Далее изоляты были 
идентифицированы путем окрашивания по Граму и 
оценки морфологии колоний. Изоляты исключались из 
исследования, если предполагаемые лактобациллы не 
поддавались культивированию на МРШ агаре или не 
верифицировались при Грам окрашивании. 
Идентифицированные лактобациллы получили видовую 
характеристику после прохождения полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). 



ª 2007 The Authors Journal compilation ª RCOG 2007 BJOG An International Journal of Obstetrics and Gynaecology

Образцы, взятые у 126 женщин с нормальной флорой влагалища

МРШ агар Агар Gardnerella Chromocult агар MacConckey агар YGC агар Агар Columbia

Макро- и микроскопическая 
оценка

 Макро- и микроскопическая
 оценка

 

 
 

180 колоний у 88 женщин      ПЦР для определения родовой принадлежности     
168 колоний у 84 женщин оказались положительными           

168 колоний у 84 женщин      множественная ПЦР      149 колоний у 81 женщины оказались положительными          

149 колоний у 81 женщины        видоспецифическая ПЦР        126 колоний у 72 женщин оказались положительными            

126 колоний у 72 женщин (табл. 1)

Макроскопическая 
оценка

Schaedler KV агар

Рис. 1 Схема выделения культур из отобранного материала.

CHROMagarTM Candida

Образцы высевали 6-7 раз для получения роста хорошо изолированных колоний           выделено 431 колоний у 117 женщин
При помощи микроскопа 180 колоний у 88 женщин идентифицированы как грамположительные палочки           изоляция ДНК

Во влагалище здоровой женщины в большом 
количестве присутствуют разнообразные виды 
лактобацилл, которые играют важную роль в защите от 
генитальных инфекций. В период беременности особо 
важен естественный и здоровый баланс флоры во 
влагалище, так как вагинальная инфекция может привести 
к преждевременным родам. Недостаток лактобацилл 
может нарушить баланс микрофлоры во влагалище, что в 
свою очередь часто приводит к появлению синдрома 
бактериального вагиноза,2,3 который связан с 
количественными и качественными изменениями флоры 
влагалища: уменьшением количества лактобацилл и 
резким увеличением количества анаэробных бактерий.4 
По словам Ньюджента и др. бактериальный вагиноз харак-
теризуется абсолютным снижением количества лактоба-
цилл и одновременным увеличением количества грамва-
риабельных и грамотрицательных палочек, в первую 
очередь, таких как Gardnerella vaginalis, а также 
Bacteroides, Prevotella и Mobiluncus.2,3 Однако, уменьшение 
количества лактобацилл во влагалище также подвергает 
инфицированию небеременных женщин, что может 
привести к эндометриту или даже воспалению органов 
малого таза.6,7 Отмечено, что разные виды лактобацилл в 
разных количествах присутствуют во влагалище. Они 
отличаются скоростью роста и вырабатывают либо молоч-
ную кислоту, либо пероксид водорода.8 

   

Введение На данный момент выявлены следующие виды 
лактобактерий: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 
fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, 
Lactobacillus jensenii, Lactobacil 

В недавно проведенном и опубликованном исследо-
вании по изучению лактобактериальной флоры влагали-
ща Васкес и др. обнаружили, что во флоре влагалища у 
большинства испытуемых доминировали лактобациллы 
одного типа с наличием также других видов, что указыва-
ет на широкую индивидуальную вариабельность. Наибо-
лее часто встречающимися видами оказались: 
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus 
iners и L. jensenii. В другом исследовании, проведенном 
ученым Рейдом и др.,  наиболее часто выделяемыми 
видами лактобацилл были L. jensenii, L. acidophilus, L. casei 
и L. gasseri.
Весьма очевидно, что существует значительная географи-
ческая изменчивость в составе нормальной лактобакте-
риальной флоры влагалища.  

Данное исследование было проведено с целью 
охарактеризовать доминантные виды лактобацилл, 
которые колонизируют влагалище здоровой беременной 
женщины, для того, чтобы изучить некоторые из их 
фенотипических и генотипических свойств, а также 
получить лучшее представление о потенциальной роли 
этих видов, которая может быть ассоциирована со 
статусом «неинфицированности». 
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Во влагалище здоровой женщины в большом 
количестве присутствуют разнообразные виды 
лактобацилл, которые играют важную роль в защите от 
генитальных инфекций. В период беременности особо 
важен естественный и здоровый баланс флоры во 
влагалище, так как вагинальная инфекция может привести 
к преждевременным родам. Недостаток лактобацилл 
может нарушить баланс микрофлоры во влагалище, что в 
свою очередь часто приводит к появлению синдрома 
бактериального вагиноза,2,3 который связан с 
количественными и качественными изменениями флоры 
влагалища: уменьшением количества лактобацилл и 
резким увеличением количества анаэробных бактерий.4 
По словам Ньюджента и др. бактериальный вагиноз харак-
теризуется абсолютным снижением количества лактоба-
цилл и одновременным увеличением количества грамва-
риабельных и грамотрицательных палочек, в первую 
очередь, таких как Gardnerella vaginalis, а также 
Bacteroides, Prevotella и Mobiluncus.2,3 Однако, уменьшение 
количества лактобацилл во влагалище также подвергает 
инфицированию небеременных женщин, что может 
привести к эндометриту или даже воспалению органов 
малого таза.6,7 Отмечено, что разные виды лактобацилл в 
разных количествах присутствуют во влагалище. Они 
отличаются скоростью роста и вырабатывают либо молоч-
ную кислоту, либо пероксид водорода.8 

   

Введение На данный момент выявлены следующие виды 
лактобактерий: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 
fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, 
Lactobacillus jensenii, Lactobacil 

В недавно проведенном и опубликованном исследо-
вании по изучению лактобактериальной флоры влагали-
ща Васкес и др. обнаружили, что во флоре влагалища у 
большинства испытуемых доминировали лактобациллы 
одного типа с наличием также других видов, что указыва-
ет на широкую индивидуальную вариабельность. Наибо-
лее часто встречающимися видами оказались: 
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus 
iners и L. jensenii. В другом исследовании, проведенном 
ученым Рейдом и др.,  наиболее часто выделяемыми 
видами лактобацилл были L. jensenii, L. acidophilus, L. casei 
и L. gasseri.
Весьма очевидно, что существует значительная географи-
ческая изменчивость в составе нормальной лактобакте-
риальной флоры влагалища.  

Данное исследование было проведено с целью 
охарактеризовать доминантные виды лактобацилл, 
которые колонизируют влагалище здоровой беременной 
женщины, для того, чтобы изучить некоторые из их 
фенотипических и генотипических свойств, а также 
получить лучшее представление о потенциальной роли 
этих видов, которая может быть ассоциирована со 
статусом «неинфицированности». 

salivarius. В недавно проведенном и опубликованном 
исследовании по изучению лактобактериальной фло-
ры влагалища Васкес и др. обнаружили, что во флоре 
влагалища у большинства испытуемых доминировали 
лактобациллы одного типа с наличием также других 
видов, что указывает на широкую индивидуальную 
вариабельность. Наиболее часто встречающимися 
видами оказались: Lactobacillus crispatus, Lactobacillus 
gasseri, Lactobacillus iners и L. jensenii. В другом иссле-
довании, проведенном ученым Рейдом и др.,  наибо-
лее часто выделяемыми видами лактобацилл были L. 
jensenii, L. acidophilus, L. casei и L. gasseri. Весьма оче-
видно, что существует значительная географическая 
изменчивость в составе нормальной лактобактери-
альной флоры влагалища.  

Данное исследование было проведено с целью 
охарактеризовать доминантные виды лактобацилл, 
которые колонизируют влагалище здоровой бере-
менной женщины, для того, чтобы изучить некоторые 
из их фенотипических и генотипических свойств, а 
также получить лучшее представление о потенциаль-
ной роли этих видов, которая может быть ассоцииро-
вана со статусом «неинфицированности». 

Материалы и методы
Проведение настоящего исследования было одо-

брено комитетом по этике Венского медицинского 
университета. В исследовании приняли участие жен-
щины со сроком беременности от 11 до 14 недель, ко-
торые планировали рожать в отделении акушерства 
и гинекологии Венского медицинского университета. 
Условием для допущения к участию в исследовании 
было отсутствие субъективных жалоб, вагинального 
кровотечения, клинических признаков вагинальной 
инфекции, а также при условии диагностированной 
нормальной флоры влагалища. Все подготовленные 
материалы подвергались окрашиванию по Граму и 
оценивались по системе Ньюджента.

Образцы бактериологического посева, взятых у 

женщин, влагалищная флора которых была класси-
фицирована как нормальная (число баллов по Ньюд-
женту 0-3) и в которых не было выявлено колонизации 
Candida (споры и гифы), были помещены в транспорт-
ную среду и переданы в Венский университет природ-
ных ресурсов и прикладных биологических наук для 
дальнейшей обработки и видовой идентификации 
лактобацилл, используя фенотипические и генотипи-
ческие методы. Обзор аналитических методов пред-
ставлен на рисунке 1.

Все колонии, полученные на агаровых пластинах, 
были обследованы макроскопически и после этого 
обеззаражены, за исключением бактериальных изо-
лятов, собранных с МРШ агара. 

Для проведения ДНК исследований каждый изо-
лят лактобациллы был предварительно выращен в пи-
тательной среде МРШ, при условии инкубирования в 
анаэробных условиях в течении 24 часов при 37°С; 1,5 
мл данной бактериальной культуры центрифугиро-
вали (5415 R; Eppendorf, Гамбург, Германия) в течение 
7 минут при 4°С (5900 g). Осадок был перерастворен 
в 900 мкл стерильном растворе хлористого натрия 
(0,9%), перемешан и снова подвержен центрифугиро-
ванию. После этого удалили надосадочную жидкость и 
повторили стадию отмывания. 

Колонии, которые были определены при помощи 
ПЦР как относящиеся к роду лактобацилл, и все типы 
штаммов были оценены с применением метода мно-
жественной ПЦР, как описано в работе Сонг и др. (Song 
et al)12,13.

RAPD анализ (произвольно амплифицированная 
полиморфная ДНК)	 проводился с преобладающи-
ми видами лактобацилл, обнаруженных в ходе иссле-
дования. 

Результаты
В период с января по апрель 2005 г. в данном ис-

следовании приняли участие 200 беременных жен-
щин. Возраст испытуемых был в пределе от 18 до 35 
лет. В общей сумме у 126 женщин была диагностиро-
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Для проведения ДНК исследований каждый изолят 
лактобациллы был предварительно выращен в 
питательной среде МРШ, при условии инкубирования в 
анаэробных условиях в течение 24 часов при 37°С; 1,5 мл 
данной бактериальной культуры центрифугировали 
(5415 R; Eppendorf, Гамбург, Германия) в течение 7 минут 
при 4°С (5900 g). Осадок был перерастворен в 900 мкл 
стерильном растворе хлористого натрия (0,9%), 
перемешан и снова подвержен центрифугированию. 
После этого удалили надосадочную жидкость и 
повторили стадию отмывания. Осадок был промыт в 900 
мкл стерильной этилендиаминтетрауксусной кислоты (50 
мM, pH8) и потом хранилась при -20°С. Согласно 
протоколу фирмы-производителя для получения ДНК 
образцов был использован набор для выделения ДНК 
(Genomic DNA Purification Kit) (Gentra Systems, 
Миннеаполис, Миннесота, США).

В первом ПЦР анализе изоляты были определены до 
уровня рода, используя праймеры LbLMA1-rev и R16-1 (на 
основании работ Дюберне и др.11). Реакционная смесь 
(общий объем 25 мкл) содержала 1 мкл каждого праймера 
(10 мM), 10Х ПЦР-буфер (Finnzymes, Эспоо, Финляндия), 
дезоксирибонуклеотид трифосфат (dNTP)-Mix (10 мM) 
(Roth, Карлсруэ, Германия), DynaZyme (2 U/мкл) 
(Finnzymes) и 0,5 мкл бактериальной ДНК. Амплификация 
была произведена в термоциклере «Mastercycler 
gradient» (Eppendorf ) при следующем температурном 
режиме: предварительная денатурация при 94°С в 
течение 4 минут; 35 циклов, включающих денатурацию 
при 94°С в течение 1 минуты, отжиг при температуре 55°С 
в течение 1 минуты, включая приращение времени на 2 
секунды, 1 минута элонгации при 72°С и 8 минут 
заключительной элонгации при 72°С. Продукты ПЦР были 
визуализированы при помощи агарозного 
гель-электрофореза и сфотографированы в УФ-свете.

Колонии, которые были определены при помощи 
ПЦР как относящиеся к роду лактобацилл, и все типы 
штаммов были оценены с применением метода 
множественной ПЦР, как описано в работе Сонг и др. 
(Song et al).12 ПЦР-G использовали для группирования 
лактобацилл со специфическими для групп праймерами 
Lac-2, Ldel-7, LU-5, LU-3 и LU-1, после чего применялся 
метод ПЦР с видоспецифическими праймерами для 
идентификации на уровне видов. Праймеры Ljen-3, Laci-1 
и 23-10C использовались для идентификации L. jensenii и 
L. acidophilus. Праймеры Lcri-3, Lcri-2, Lgas-3 и Lgas-2 
использовались для идентификации L. crispatus и L. 
gasseri. Праймеры LU-5’, Lpar-4 и Rha II использовались для 
выявления Lactobacillus paracasei и Lactobacillus rhamno-
sus. ПЦР с праймерами Lsal-1, Lsal-2, Reu-1, reu-4, Lpla-2, 
Lpla-3, Lfer-3 и Lfer-4 проводилась для распознавания L. 
salivarius, Lactobacillus reuteri, L. plantarum и L. fermentum. 
В дополнение использовалась пара праймеров: “casei” и 
“Y2” для идентификации L. casei (по методу Ward et al.13)

RAPD анализ (произвольно амплифицированная 
полиморфная ДНК) проводился с 
преобладающими видами лактобацилл, обнаруженных в 
ходе исследования. Образцы ДНК были взяты из 
предыдущих ПЦР амплификаций. Использовались семь 
разных RAPD праймеров (как описано в работах Daffon-
chio et al.,14 Andersson et al.,15 Klein et al.,16 Cocconcelli et 
al.,17  и Johansson et al.,18), а также Pharmacia Primer-Set 
(Pharmacia Biotech, Уппсала, Швеция). ПЦР смесь 
содержала 2 мкл RAPD праймера (12,5 пкмоль/мкл), 10Х 
ПЦР-буфера (Finnzymes), dNTP-Mix (10 mM) (Roth), 
DynaZyme (2 U/мкл) (Finnzymes) и 0.5 мкл ДНК раствора. 
RAPD-ПЦР проводилась в амплификаторе Masterycler 
gradient (Eppendorf ) при следующем температурном 
режиме: предварительная денатурация при 95°С в 
течение 5 минут, за которой следовали 45 циклов (1 
минута при 95°С, 1 минута при 36°С и 2 минуты при 72°С), 
и заключительный этап длится 10 минут при 72°С. 

Материалы и методы

Проведение настоящего исследования было 
одобрено комитетом по этике Венского медицинского 
университета. В исследовании приняли участие женщины 
со сроком беременности от 11 до 14 недель, которые 
планировали рожать в отделении акушерства и 
гинекологии Венского медицинского университета. Перед 
началом исследования каждая пациентка изучила и 
подписала форму согласия. Условием для допущения к 
участию в исследовании было отсутствие субъективных 
жалоб, вагинального кровотечения, клинических 
признаков вагинальной инфекции, а также при условии 
диагностированной нормальной флоры влагалища.

В дополнение к положенному дородовому 
исследованию, которое включает в себя обследование на 
наличие инфекций при помощи взятия обычного мазка из 
влагалища, у испытуемых с использованием стерильного 
тампона был взят мазок влагалищного секрета для 
культивации лактобацилл. Мазки на исследование были 
переданы в микробиологическую лабораторию 
отделения акушерства и гинекологии. Все 
подготовленные материалы подвергались окрашиванию 
по Граму и оценивались по системе Ньюджента.

Образцы бактериологического посева, взятые у 
женщин, влагалищная флора которых была 
классифицирована как нормальная (число баллов по 
Ньюдженту 0-3) и в которых не было выявлено 
колонизации Candida (споры и гифы), были помещены в 
транспортную среду и переданы в Венский университет 
природных ресурсов и прикладных биологических наук 
для дальнейшей обработки и видовой идентификации 
лактобацилл, используя фенотипические и 
генотипические методы. Обзор аналитических методов 
представлен на рисунке 1. 
Влагалищные мазки были извлечены из транспортной 
среды и нанесены штрихами на агар МРШ (Мана, Рогоза, 
Шарпа) (компания Merck, Дармштадт, Германия) для 
идентификации лактобактерий. Для описания 
сопутствующей микрофлоры те же образцы мазков были 
использованы для проведения посева на следующих 
видах агара: Gardnerella (компания bioMerieux, Марси 
Л’этуаль, Франция), Chromocult Coliform (Merck), MacCon-
key (Merck) и Schaedler KV с 5% содержанием овечьей 
крови (BD Diagnostics, Спаркс, Мэрилэнд, США) для 
выделения энтеробактерий, BBL CHROMagarTM Candida 
(BD Diagnostics) и YGC агар (Merck) для выделения 
дрожжевых грибов, а также агар Columbia с 5% 
содержанием овечьей крови (BD Diagnostics) для 
культивации микроорганизмов со сложными 
питательными потребностями. Пластинки с агаром МРШ и 
Schaedler KV были инкубированы в анаэробных условиях 
в течение 48 часов при температуре 37°С. Образцы на 
пластинках с агаром YGC и CHROMagar Candida 
культивировались в течение минимум пяти дней при 
температуре 25°С. Остальные пластинки инкубировали в 
аэробных условиях в течение 24-48 часов при 
температуре 37°С, за исключением только агара Gardner-
ella, который инкубировали в анаэростате в 
микроаэрофильной атмосфере. 

Все колонии, полученные на агаровых пластинах, 
были обследованы макроскопически и после этого 
обеззаражены, за исключением бактериальных изолятов, 
собранных с МРШ агара. Далее изоляты были 
идентифицированы путем окрашивания по Граму и 
оценки морфологии колоний. Изоляты исключались из 
исследования, если предполагаемые лактобациллы не 
поддавались культивированию на МРШ агаре или не 
верифицировались при Грам окрашивании. 
Идентифицированные лактобациллы получили видовую 
характеристику после прохождения полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). 
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Для проведения ДНК исследований каждый изолят 
лактобациллы был предварительно выращен в 
питательной среде МРШ, при условии инкубирования в 
анаэробных условиях в течение 24 часов при 37°С; 1,5 мл 
данной бактериальной культуры центрифугировали 
(5415 R; Eppendorf, Гамбург, Германия) в течение 7 минут 
при 4°С (5900 g). Осадок был перерастворен в 900 мкл 
стерильном растворе хлористого натрия (0,9%), 
перемешан и снова подвержен центрифугированию. 
После этого удалили надосадочную жидкость и 
повторили стадию отмывания. Осадок был промыт в 900 
мкл стерильной этилендиаминтетрауксусной кислоты (50 
мM, pH8) и потом хранилась при -20°С. Согласно 
протоколу фирмы-производителя для получения ДНК 
образцов был использован набор для выделения ДНК 
(Genomic DNA Purification Kit) (Gentra Systems, 
Миннеаполис, Миннесота, США).

В первом ПЦР анализе изоляты были определены до 
уровня рода, используя праймеры LbLMA1-rev и R16-1 (на 
основании работ Дюберне и др.11). Реакционная смесь 
(общий объем 25 мкл) содержала 1 мкл каждого праймера 
(10 мM), 10Х ПЦР-буфер (Finnzymes, Эспоо, Финляндия), 
дезоксирибонуклеотид трифосфат (dNTP)-Mix (10 мM) 
(Roth, Карлсруэ, Германия), DynaZyme (2 U/мкл) 
(Finnzymes) и 0,5 мкл бактериальной ДНК. Амплификация 
была произведена в термоциклере «Mastercycler 
gradient» (Eppendorf ) при следующем температурном 
режиме: предварительная денатурация при 94°С в 
течение 4 минут; 35 циклов, включающих денатурацию 
при 94°С в течение 1 минуты, отжиг при температуре 55°С 
в течение 1 минуты, включая приращение времени на 2 
секунды, 1 минута элонгации при 72°С и 8 минут 
заключительной элонгации при 72°С. Продукты ПЦР были 
визуализированы при помощи агарозного 
гель-электрофореза и сфотографированы в УФ-свете.

Колонии, которые были определены при помощи 
ПЦР как относящиеся к роду лактобацилл, и все типы 
штаммов были оценены с применением метода 
множественной ПЦР, как описано в работе Сонг и др. 
(Song et al).12 ПЦР-G использовали для группирования 
лактобацилл со специфическими для групп праймерами 
Lac-2, Ldel-7, LU-5, LU-3 и LU-1, после чего применялся 
метод ПЦР с видоспецифическими праймерами для 
идентификации на уровне видов. Праймеры Ljen-3, Laci-1 
и 23-10C использовались для идентификации L. jensenii и 
L. acidophilus. Праймеры Lcri-3, Lcri-2, Lgas-3 и Lgas-2 
использовались для идентификации L. crispatus и L. 
gasseri. Праймеры LU-5’, Lpar-4 и Rha II использовались для 
выявления Lactobacillus paracasei и Lactobacillus rhamno-
sus. ПЦР с праймерами Lsal-1, Lsal-2, Reu-1, reu-4, Lpla-2, 
Lpla-3, Lfer-3 и Lfer-4 проводилась для распознавания L. 
salivarius, Lactobacillus reuteri, L. plantarum и L. fermentum. 
В дополнение использовалась пара праймеров: “casei” и 
“Y2” для идентификации L. casei (по методу Ward et al.13)

RAPD анализ (произвольно амплифицированная 
полиморфная ДНК) проводился с 
преобладающими видами лактобацилл, обнаруженных в 
ходе исследования. Образцы ДНК были взяты из 
предыдущих ПЦР амплификаций. Использовались семь 
разных RAPD праймеров (как описано в работах Daffon-
chio et al.,14 Andersson et al.,15 Klein et al.,16 Cocconcelli et 
al.,17  и Johansson et al.,18), а также Pharmacia Primer-Set 
(Pharmacia Biotech, Уппсала, Швеция). ПЦР смесь 
содержала 2 мкл RAPD праймера (12,5 пкмоль/мкл), 10Х 
ПЦР-буфера (Finnzymes), dNTP-Mix (10 mM) (Roth), 
DynaZyme (2 U/мкл) (Finnzymes) и 0.5 мкл ДНК раствора. 
RAPD-ПЦР проводилась в амплификаторе Masterycler 
gradient (Eppendorf ) при следующем температурном 
режиме: предварительная денатурация при 95°С в 
течение 5 минут, за которой следовали 45 циклов (1 
минута при 95°С, 1 минута при 36°С и 2 минуты при 72°С), 
и заключительный этап длится 10 минут при 72°С. 

Материалы и методы

Проведение настоящего исследования было 
одобрено комитетом по этике Венского медицинского 
университета. В исследовании приняли участие женщины 
со сроком беременности от 11 до 14 недель, которые 
планировали рожать в отделении акушерства и 
гинекологии Венского медицинского университета. Перед 
началом исследования каждая пациентка изучила и 
подписала форму согласия. Условием для допущения к 
участию в исследовании было отсутствие субъективных 
жалоб, вагинального кровотечения, клинических 
признаков вагинальной инфекции, а также при условии 
диагностированной нормальной флоры влагалища.

В дополнение к положенному дородовому 
исследованию, которое включает в себя обследование на 
наличие инфекций при помощи взятия обычного мазка из 
влагалища, у испытуемых с использованием стерильного 
тампона был взят мазок влагалищного секрета для 
культивации лактобацилл. Мазки на исследование были 
переданы в микробиологическую лабораторию 
отделения акушерства и гинекологии. Все 
подготовленные материалы подвергались окрашиванию 
по Граму и оценивались по системе Ньюджента.

Образцы бактериологического посева, взятые у 
женщин, влагалищная флора которых была 
классифицирована как нормальная (число баллов по 
Ньюдженту 0-3) и в которых не было выявлено 
колонизации Candida (споры и гифы), были помещены в 
транспортную среду и переданы в Венский университет 
природных ресурсов и прикладных биологических наук 
для дальнейшей обработки и видовой идентификации 
лактобацилл, используя фенотипические и 
генотипические методы. Обзор аналитических методов 
представлен на рисунке 1. 
Влагалищные мазки были извлечены из транспортной 
среды и нанесены штрихами на агар МРШ (Мана, Рогоза, 
Шарпа) (компания Merck, Дармштадт, Германия) для 
идентификации лактобактерий. Для описания 
сопутствующей микрофлоры те же образцы мазков были 
использованы для проведения посева на следующих 
видах агара: Gardnerella (компания bioMerieux, Марси 
Л’этуаль, Франция), Chromocult Coliform (Merck), MacCon-
key (Merck) и Schaedler KV с 5% содержанием овечьей 
крови (BD Diagnostics, Спаркс, Мэрилэнд, США) для 
выделения энтеробактерий, BBL CHROMagarTM Candida 
(BD Diagnostics) и YGC агар (Merck) для выделения 
дрожжевых грибов, а также агар Columbia с 5% 
содержанием овечьей крови (BD Diagnostics) для 
культивации микроорганизмов со сложными 
питательными потребностями. Пластинки с агаром МРШ и 
Schaedler KV были инкубированы в анаэробных условиях 
в течение 48 часов при температуре 37°С. Образцы на 
пластинках с агаром YGC и CHROMagar Candida 
культивировались в течение минимум пяти дней при 
температуре 25°С. Остальные пластинки инкубировали в 
аэробных условиях в течение 24-48 часов при 
температуре 37°С, за исключением только агара Gardner-
ella, который инкубировали в анаэростате в 
микроаэрофильной атмосфере. 

Все колонии, полученные на агаровых пластинах, 
были обследованы макроскопически и после этого 
обеззаражены, за исключением бактериальных изолятов, 
собранных с МРШ агара. Далее изоляты были 
идентифицированы путем окрашивания по Граму и 
оценки морфологии колоний. Изоляты исключались из 
исследования, если предполагаемые лактобациллы не 
поддавались культивированию на МРШ агаре или не 
верифицировались при Грам окрашивании. 
Идентифицированные лактобациллы получили видовую 
характеристику после прохождения полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). 

вана нормальная флора влагалища (по методу Nugent 
et al.5), также отсутствие колоний грибка Candida. 

Из 72 женщин, у которых методом видоспецифиче-
ской ПЦР были выявлены лактобациллы, у 19 (26,4%) 
женщин флора влагалища была колонизирована толь-
ко L. gasseri и у 17 (23,6%) – только L. crispatus. У трех 
женщин (4,2%) вместе сосуществовали эти оба вида 
лактобацилл. В общем, во влагалище 10 из 72 жен-
щин в одно и то же время были обнаружены минимум 
2 разных вида Lactobacillus. Детальные результаты 
представлены в табл. 1.

В 126 колониях Lactobacillus, выделенных у 72 
женщин, обнаружены 8 разных видов лактобацилл, 
которые, в свою очередь, доминировали в микро-
флоре влагалища. Из них наиболее часто встречаемы-
ми были L. crispatus и L. gasseri, обнаруженные в 20% 
и 18% из 126 колоний Lactobacillus. L. acidophilus, L. 
plantarum и L. salivarius не были выделены ни из одной 
колонии. Подробные результаты подытожены в табл. 
2. Примеры результатов приведены на рис. 3.

Хотя в рамки проведения исследования не вхо-
дила полная регистрация всех видов бактерий, обна-
руженных во влагалищных мазках, кроме молочно-
кислых, были также выделены другие виды бактерий, 
используя селективные методы, методы микроскопи-
ческой и макроскопической идентификации, а также 
окрашивание по Граму. Результаты исследования об-
разцов вагинальной флоры, выделенных у  126 бере-
менных женщин, подытожены в табл. 2. Во влагалищ-
ной флоре преобладали лактобациллы. Во влагалище 
40 из 126 женщин (31%) доминантными колониями 
бактерий являлись не лактобациллы, и у 23 из 126 
женщин (18%) были обнаружены как лактобациллы, 
так и грам-отрицательные палочки. На фоне домини-
рующих лактобактерий, другие микроорганизмы, та-
кие как кишечные палочки, Gardnerella и дрожжевые 
грибы, были представлены более низкой плотностью 
популяции. Было даже менее вероятно выделить 
Escherichia coli у женщин, у которых были найдены L. 
crispatus или L. gasseri. 
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В случае с L. gasseri были изучены 23 колонии, 
выделенные у 9 женщин. Большинство RAPD-ПЦР- 
паттернов, относящихся к одному субъекту, имели 
различия, но во многом были схожи. Всего у двух женщин 
были выявлены идентичные полосы. В 23 колониях были 
обнаружены три разные RAPD типа данного вида. 
Похожие результаты были получены при проведении 
RAPD анализа L. jensenii (19 образцов, взятых у 8 женщин). 
Генетические «отпечатки пальцев», полученные при 
проведении RAPD-ПЦР, используя образцы, взятые у 
одной женщины, немного отличались друг от друга, но 
проявляли тесную взаимосвязь. Из 19 образцов было 
обнаружено максимум 3 RAPD типа.

Рис. 4 Агарозный гель с RAPD продуктами, полученными из образцов, 
взятых у женщин, влагалище которых было колонизировано более 
чем одной колонией L. crispatus. Столбец М, молекулярный маркер (в 
п. н.); столбцы 1-9 отображают группы штаммов L. crispatus, которые 
имеют некоторое различие, но проявляют тесную взаимосвязь. 
Идентифицированы разные RAPD типы.

Обсуждение

Некоторое время назад считалось, что в 
микрофлоре влагалища здоровой женщины детородного 
возраста преобладают бактерии L. acidophilus и L. fermen-
tum, за которыми по частоте встречаемости следуют L. 
brevis, L. jensenii, L. casei со всеми подгруппами,10 а также 
другие виды лактобацилл. Позднее молекулярные 
методы показали, что наиболее распространенными 
изолятами являются L. crispatus, L. jensenii и L. iners.10,19 
По результатам нашего исследования L. crispatus и L. 
gasseri оказались наиболее часто встречаемыми видами 
лактобацилл во влагалище беременных женщин, за ними 
следуют L. jensenii и L. rhamnosus. Если говорить более 
конкретно, во флоре влагалища всех 72 участниц, у 
которых лактобациллы подвергались культивированию, 
доминировал либо один вид, либо комбинация двух 
видов лактобацилл. В отличие от опубликованных ранее 
результатов,10 бактерия L. acidophilus была слабо 
представлена в нашем исследовании. Однако
эти результаты соответствуют результатам работ Васкеса 
(Vasquez et al.9)  и Антонио (Antonio et al.20), в которых 
было установлено, что L. jensenii, L. crispatus и L. gaseeri 
являются доминирующими видами Lactobacillus во 
влагалище.

Есть несколько возможных причин, объясняющих 
противоречивость уже имеющихся  данных по 
влагалищной флоре Lactobacillus, описанных в разных 
исследованиях. Такие факторы, как состояние здоровья 
носителя, беременность, возраст или географические 
условия могут влиять на микрофлору влагалища. Однако, 
самое главное, что разница в выбранных методах и 
отсутствие надежных методов идентификации, 
безусловно, составляют главную проблему для 
характеристики вагинальной микрофлоры Lactobacillus. 
Идентификация вагинальных лактобацилл, основанная 
на фенотипических методах, включает в себя схемы 
ферментации сахарозы и другие биохимические тесты и, 
таким образом, не отличается высокой точностью и 
надежностью. Данные тесты иногда не позволяют 
установить различие между близкородственными 
видами. В данном исследовании проводились 
множественная и видоспецифическая ПЦР для детальной 
идентификации штаммов. В дополнение был проведен 
RAPD анализ для получения ДНК фингерпринтов трех 
доминирующих видов лактобацилл. Результаты, 
полученные посредством проведения видоспеци- 
фической ПЦР, соответствуют результатам работы Васкеса 
(Vasquez et al.9), указывая тем самым на то, что L. crispatus, 
L. gasseri и L. jensenii можно считать преобладающими 
видами  лактобацилл во влагалище. RAPD фингерпринты 
отобранных изолятов Lactobacillus ясно указали на их 
высокий уровень гомологии и близкое родство как в 
пределах отдельного представителя, так и в пределах 
вида. Большинство RAPD паттернов оказались 
практически идентичными. Было обнаружено не более 
трех разных RAPD типов, приходящихся на один вид. Этот 
результат полностью соответствует предшествующим 
данным исследований Васкеса (Vasquez et al.9), который 
применял RAPD анализ, времязависимый гель с 
использованием градиента температуры и мно- 
жественную ПЦР для идентификации вагинальной флоры 
Lactobacillus. В своей работе Антонио (Antonio et al.20) 
также идентифицировал эти виды на основе 
полнохромосомных ДНК-зондах. Таким образом, 
применение генотипических методов является удобным 
способом для классификации и дифференциации видов 
вагинальных лактобацилл. Лактобациллы были 
обнаружены у 84 (67%) из 126 женщин, чьи образцы 
вагинальной флоры были взяты для характеристики 
(рис.1).   

Бактерия Candida albicans была выявлена у 12 
женщин. Выраженная взаимосвязь между  наличием или 
отсутствием лактобацилл и ростом C. albicans не была 
установлена.

Доминантные виды Lactobacillus, выделенные при 
проведении видоспецифической ПЦР, (а именно: L. crispa-
tus, L. gasseri и L. jensenii) использовались для получения 
генетических «отпечатков пальцев». Образцы, взятые из 
влагалищ женщин, колонизированных более чем одной 
колонией одного и того же вида Lactobacillus, затем были 
исследованы методом RAPD-ПЦР. В случае с L. crispatus, 
были исследованы 20 образцов, взятых у 9 женщин. 
Результаты RAPD-ПЦР показали, что большая часть 
образцов, принадлежавших одной женщине, были очень 
схожи. Идентичные полосы были обнаружены только у 
одной женщины. 20 образцов образовали 3 разных RAPD 
типа (рис. 4). 
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В случае с L. gasseri были изучены 23 колонии, 
выделенные у 9 женщин. Большинство RAPD-ПЦР- 
паттернов, относящихся к одному субъекту, имели 
различия, но во многом были схожи. Всего у двух женщин 
были выявлены идентичные полосы. В 23 колониях были 
обнаружены три разные RAPD типа данного вида. 
Похожие результаты были получены при проведении 
RAPD анализа L. jensenii (19 образцов, взятых у 8 женщин). 
Генетические «отпечатки пальцев», полученные при 
проведении RAPD-ПЦР, используя образцы, взятые у 
одной женщины, немного отличались друг от друга, но 
проявляли тесную взаимосвязь. Из 19 образцов было 
обнаружено максимум 3 RAPD типа.

Рис. 4 Агарозный гель с RAPD продуктами, полученными из образцов, 
взятых у женщин, влагалище которых было колонизировано более 
чем одной колонией L. crispatus. Столбец М, молекулярный маркер (в 
п. н.); столбцы 1-9 отображают группы штаммов L. crispatus, которые 
имеют некоторое различие, но проявляют тесную взаимосвязь. 
Идентифицированы разные RAPD типы.

Обсуждение
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Виды лактобактерий или  
комбинации видов

Candida albicans была выявлена у 12 женщин. Вы-
раженная взаимосвязь между  наличием или отсут-
ствием лактобацилл и ростом C. albicans не была уста-
новлена.

Доминантные виды Lactobacillus, выделенные 
при проведении видоспецифической ПЦР, (а имен-
но: L. crispatus, L. gasseri и L. jensenii) использовались 
для получения генетических «отпечатков пальцев». 
Образцы, взятые из влагалищ женщин, колонизиро-
ванных более чем одной колонией одного и того же 
вида Lactobacillus, затем были исследованы методом 
RAPD-ПЦР. В случае с L. crispatus, были исследованы 20 
образцов, взятых у 9 женщин.  (рис. 4). 
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Рис. 2 Электрофорез в агарозном геле продуктов ПЦР, полученных 
после проведения множественной ПЦР, с целью группирования 
лактобацилл. Столбец М, молекулярный маркер (в п.н.); столбец 1 и 2, 
положительный контроль L. fermentum с ампликоном величиной 350 
п.н. и L. crispatus с ампликоном величиной 300 п.н.; столбцы с 3 по 18 
отображают лактобациллы, идентифицированные на уровне вида, 
используя множественную ПЦР.  

При проведении первого ПЦР анализа у 84 женщин 
идентифицировали 168 колоний, относящихся к роду 
Lactobacillus. Следующий этап с применением 
объединенных результатов микробиологических 
исследований, родоспецифической и множественной 
ПЦР показал, что лактобациллы были обнаружены у 72 из 
126 женщин (57%) (рис. 2). Схема выделения культур из 
отобранного материала представлена на рис. 1.

Из 72 женщин, у которых методом видо- 
специфической ПЦР были выявлены лактобациллы, у 19 
(26,4%) женщин флора влагалища была колонизирована 
только L. gasseri и у 17 (23,6%) – только L. crispatus. У трех 
женщин (4,2%) одновременно сосуществовали эти оба 
вида лактобацилл. В общем, во влагалище 10 из 72 
женщин в одно и то же время были обнаружены минимум 
2 разных вида Lactobacillus. Детальные результаты 
представлены в табл. 1.

В 126 колониях Lactobacillus, выделенных у 72 
женщин, обнаружены 8 разных видов лактобацилл, 
которые, в свою очередь, доминировали в микрофлоре 
влагалища. Из них наиболее часто встречаемыми были L. 
crispatus и L. gasseri, обнаруженные в 20% и 18% из 126 
колоний Lactobacillus. L. acidophilus, L. plantarum и L. 
salivarius не были выделены ни из одной колонии. 
Подробные результаты подытожены в табл. 2. Примеры 
результатов приведены на рис. 3.

Табл. 1 Распределение видов бактерий рода Lactobacillus среди 
72 женщин, у которых они были обнаружены путем проведения 
видоспецифической ПЦР.

Виды лактобактерий 
или комбинации видов

Женщины, во влагалище 
которых были обнаружены 

лактобациллы, n (%) 

L. gasseri 19 (26.4)
L. crispatus 17 (23.6)
L. jensenii 14 (19.4)
L. rhamnosus 7 (9.7)
L. crispatus and L. gasseri 3 (4.2)
L. crispatus and L. rhamnosus 2 (2.7)
L. rhamnosus и L. jensenii 1 (1.4)
L. rhamnosus и L. gasseri 1 (1.4)
Другие лактобациллы или 
комбинации лактобацилл

8 (11.2)

L. crispatus и L. fermentum 1 (1.4)
L. crispatus и L. reuteri 1 (1.4)
L. crispatus и L. casei 1 (1.4)

Хотя в рамки проведения исследования не входила 
полная регистрация всех видов бактерий, во 
влагалищных мазках, кроме молочнокислых, были также 
выделены другие виды бактерий, используя селективные 
методы, методы микроскопической и макроскопической 
идентификации, а также окрашивание по Граму. 

Результаты исследования образцов вагинальной 
флоры, выделенных у  126 беременных женщин, 
подытожены в табл. 2. Во влагалищной флоре 
преобладали лактобациллы. Во влагалище 40 из 126 
женщин (31%) доминантными колониями бактерий 
являлись не лактобациллы, и у 23 из 126 женщин (18%) 
были обнаружены как лактобациллы, так и грам- 
отрицательные палочки. На фоне доминирующих 
лактобактерий другие микроорганизмы, такие как 
кишечные палочки, Gardnerella и дрожжевые грибы, были 
представлены более низкой плотностью популяции. Было 
даже менее вероятно выделить Escherichia coli у женщин, 
у которых были найдены L. crispatus или L. gasseri.    

Табл. 2  Обзор вагинальных изолятов, 
извлеченных из образцов бактериальных культур

Женщины (n-126), влагалище 
которых колонизировано 

лактобациллами,а n (%)

Lactobacillus species 72 (57.1)
L. crispatus 25 (19.8)
L. gasseri 23 (18.2)
L. jensenii 15 (11.9)
L. rhamnosus 10 (7.9)
L. reuteri 4 (3.2)
L. fermentum 2 (1.6)
L. casei 1 (0.8)
L. paracasei 1 (0.8)

Женщины (n = 126), у которых 
обнаружили другие вагинальные 

микробы,а n (%)
)2.81(32smrofiloC

E. coli 22 (17.4)
Gardnerella )3.01(31seiceps
Дрожжевой грибок 
(без дальнейших уточнений)

40 (31.7)

Candida albicans 12 (9.5)
Candida krusei 22 (17.4)
a У некоторых женщин во влагалище колонизировались 
одновременно более одного вида бактерий. 

Результаты

В период с января по апрель 2005 г. в данном 
исследовании приняли участие 200 беременных женщин. 
Возраст испытуемых был в пределах от 18 до 35 лет. В 
общей сумме у 126 женщин была диагностирована 
нормальная флора влагалища (по методу Nugent et al.5), 
также отсутствие колоний грибка Candida. Изоляты 38 
женщин были исключены из исследования по причине 
того, что предполагаемые лактобациллы не поддавались 
культивированию на МРШ агаре или не поддавались 
проверке при помощи окрашивания по Граму. Таким 
образом, всего 180 колоний, идентифицированных у 88 
женщин, использовались для дальнейшего исследования 
на основе родоспецифической ПЦР.

Продукты ПЦР анализировали в 2% агарозном геле и 
визуализировали при помощи просвечивания 
ультрафиолетом.
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видоспецифической ПЦР.

Виды лактобактерий 
или комбинации видов

Женщины, во влагалище 
которых были обнаружены 

лактобациллы, n (%) 

L. gasseri 19 (26.4)
L. crispatus 17 (23.6)
L. jensenii 14 (19.4)
L. rhamnosus 7 (9.7)
L. crispatus and L. gasseri 3 (4.2)
L. crispatus and L. rhamnosus 2 (2.7)
L. rhamnosus и L. jensenii 1 (1.4)
L. rhamnosus и L. gasseri 1 (1.4)
Другие лактобациллы или 
комбинации лактобацилл

8 (11.2)

L. crispatus и L. fermentum 1 (1.4)
L. crispatus и L. reuteri 1 (1.4)
L. crispatus и L. casei 1 (1.4)

Хотя в рамки проведения исследования не входила 
полная регистрация всех видов бактерий, во 
влагалищных мазках, кроме молочнокислых, были также 
выделены другие виды бактерий, используя селективные 
методы, методы микроскопической и макроскопической 
идентификации, а также окрашивание по Граму. 

Результаты исследования образцов вагинальной 
флоры, выделенных у  126 беременных женщин, 
подытожены в табл. 2. Во влагалищной флоре 
преобладали лактобациллы. Во влагалище 40 из 126 
женщин (31%) доминантными колониями бактерий 
являлись не лактобациллы, и у 23 из 126 женщин (18%) 
были обнаружены как лактобациллы, так и грам- 
отрицательные палочки. На фоне доминирующих 
лактобактерий другие микроорганизмы, такие как 
кишечные палочки, Gardnerella и дрожжевые грибы, были 
представлены более низкой плотностью популяции. Было 
даже менее вероятно выделить Escherichia coli у женщин, 
у которых были найдены L. crispatus или L. gasseri.    

Табл. 2  Обзор вагинальных изолятов, 
извлеченных из образцов бактериальных культур

Женщины (n-126), влагалище 
которых колонизировано 

лактобациллами,а n (%)

Lactobacillus species 72 (57.1)
L. crispatus 25 (19.8)
L. gasseri 23 (18.2)
L. jensenii 15 (11.9)
L. rhamnosus 10 (7.9)
L. reuteri 4 (3.2)
L. fermentum 2 (1.6)
L. casei 1 (0.8)
L. paracasei 1 (0.8)

Женщины (n = 126), у которых 
обнаружили другие вагинальные 

микробы,а n (%)
)2.81(32smrofiloC

E. coli 22 (17.4)
Gardnerella )3.01(31seiceps
Дрожжевой грибок 
(без дальнейших уточнений)

40 (31.7)

Candida albicans 12 (9.5)
Candida krusei 22 (17.4)
a У некоторых женщин во влагалище колонизировались 
одновременно более одного вида бактерий. 

Результаты

В период с января по апрель 2005 г. в данном 
исследовании приняли участие 200 беременных женщин. 
Возраст испытуемых был в пределах от 18 до 35 лет. В 
общей сумме у 126 женщин была диагностирована 
нормальная флора влагалища (по методу Nugent et al.5), 
также отсутствие колоний грибка Candida. Изоляты 38 
женщин были исключены из исследования по причине 
того, что предполагаемые лактобациллы не поддавались 
культивированию на МРШ агаре или не поддавались 
проверке при помощи окрашивания по Граму. Таким 
образом, всего 180 колоний, идентифицированных у 88 
женщин, использовались для дальнейшего исследования 
на основе родоспецифической ПЦР.

Продукты ПЦР анализировали в 2% агарозном геле и 
визуализировали при помощи просвечивания 
ультрафиолетом.

Женщины/изоляты  

В случае с L. gasseri были изучены 23 колонии, 
выделенные у 9 женщин. Генетические «отпечатки 
пальцев», полученные при проведении RAPD-ПЦР, ис-
пользуя образцы, взятые у одной женщины, немного 
отличались друг от друга, но проявляли тесную взаи-
мосвязь. Из 19 образцов было обнаружено максимум 
3 RAPD типа.

Обсуждение
Ранее считалось, что в микрофлоре влагалища 

здоровой женщины детородного возраста преобла-
дают бактерии L. acidophilus и L. fermentum, после ко-
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Для проведения ДНК исследований каждый изолят 
лактобациллы был предварительно выращен в 
питательной среде МРШ, при условии инкубирования в 
анаэробных условиях в течение 24 часов при 37°С; 1,5 мл 
данной бактериальной культуры центрифугировали 
(5415 R; Eppendorf, Гамбург, Германия) в течение 7 минут 
при 4°С (5900 g). Осадок был перерастворен в 900 мкл 
стерильном растворе хлористого натрия (0,9%), 
перемешан и снова подвержен центрифугированию. 
После этого удалили надосадочную жидкость и 
повторили стадию отмывания. Осадок был промыт в 900 
мкл стерильной этилендиаминтетрауксусной кислоты (50 
мM, pH8) и потом хранилась при -20°С. Согласно 
протоколу фирмы-производителя для получения ДНК 
образцов был использован набор для выделения ДНК 
(Genomic DNA Purification Kit) (Gentra Systems, 
Миннеаполис, Миннесота, США).

В первом ПЦР анализе изоляты были определены до 
уровня рода, используя праймеры LbLMA1-rev и R16-1 (на 
основании работ Дюберне и др.11). Реакционная смесь 
(общий объем 25 мкл) содержала 1 мкл каждого праймера 
(10 мM), 10Х ПЦР-буфер (Finnzymes, Эспоо, Финляндия), 
дезоксирибонуклеотид трифосфат (dNTP)-Mix (10 мM) 
(Roth, Карлсруэ, Германия), DynaZyme (2 U/мкл) 
(Finnzymes) и 0,5 мкл бактериальной ДНК. Амплификация 
была произведена в термоциклере «Mastercycler 
gradient» (Eppendorf ) при следующем температурном 
режиме: предварительная денатурация при 94°С в 
течение 4 минут; 35 циклов, включающих денатурацию 
при 94°С в течение 1 минуты, отжиг при температуре 55°С 
в течение 1 минуты, включая приращение времени на 2 
секунды, 1 минута элонгации при 72°С и 8 минут 
заключительной элонгации при 72°С. Продукты ПЦР были 
визуализированы при помощи агарозного 
гель-электрофореза и сфотографированы в УФ-свете.

Колонии, которые были определены при помощи 
ПЦР как относящиеся к роду лактобацилл, и все типы 
штаммов были оценены с применением метода 
множественной ПЦР, как описано в работе Сонг и др. 
(Song et al).12 ПЦР-G использовали для группирования 
лактобацилл со специфическими для групп праймерами 
Lac-2, Ldel-7, LU-5, LU-3 и LU-1, после чего применялся 
метод ПЦР с видоспецифическими праймерами для 
идентификации на уровне видов. Праймеры Ljen-3, Laci-1 
и 23-10C использовались для идентификации L. jensenii и 
L. acidophilus. Праймеры Lcri-3, Lcri-2, Lgas-3 и Lgas-2 
использовались для идентификации L. crispatus и L. 
gasseri. Праймеры LU-5’, Lpar-4 и Rha II использовались для 
выявления Lactobacillus paracasei и Lactobacillus rhamno-
sus. ПЦР с праймерами Lsal-1, Lsal-2, Reu-1, reu-4, Lpla-2, 
Lpla-3, Lfer-3 и Lfer-4 проводилась для распознавания L. 
salivarius, Lactobacillus reuteri, L. plantarum и L. fermentum. 
В дополнение использовалась пара праймеров: “casei” и 
“Y2” для идентификации L. casei (по методу Ward et al.13)

RAPD анализ (произвольно амплифицированная 
полиморфная ДНК) проводился с 
преобладающими видами лактобацилл, обнаруженных в 
ходе исследования. Образцы ДНК были взяты из 
предыдущих ПЦР амплификаций. Использовались семь 
разных RAPD праймеров (как описано в работах Daffon-
chio et al.,14 Andersson et al.,15 Klein et al.,16 Cocconcelli et 
al.,17  и Johansson et al.,18), а также Pharmacia Primer-Set 
(Pharmacia Biotech, Уппсала, Швеция). ПЦР смесь 
содержала 2 мкл RAPD праймера (12,5 пкмоль/мкл), 10Х 
ПЦР-буфера (Finnzymes), dNTP-Mix (10 mM) (Roth), 
DynaZyme (2 U/мкл) (Finnzymes) и 0.5 мкл ДНК раствора. 
RAPD-ПЦР проводилась в амплификаторе Masterycler 
gradient (Eppendorf ) при следующем температурном 
режиме: предварительная денатурация при 95°С в 
течение 5 минут, за которой следовали 45 циклов (1 
минута при 95°С, 1 минута при 36°С и 2 минуты при 72°С), 
и заключительный этап длится 10 минут при 72°С. 

Материалы и методы

Проведение настоящего исследования было 
одобрено комитетом по этике Венского медицинского 
университета. В исследовании приняли участие женщины 
со сроком беременности от 11 до 14 недель, которые 
планировали рожать в отделении акушерства и 
гинекологии Венского медицинского университета. Перед 
началом исследования каждая пациентка изучила и 
подписала форму согласия. Условием для допущения к 
участию в исследовании было отсутствие субъективных 
жалоб, вагинального кровотечения, клинических 
признаков вагинальной инфекции, а также при условии 
диагностированной нормальной флоры влагалища.

В дополнение к положенному дородовому 
исследованию, которое включает в себя обследование на 
наличие инфекций при помощи взятия обычного мазка из 
влагалища, у испытуемых с использованием стерильного 
тампона был взят мазок влагалищного секрета для 
культивации лактобацилл. Мазки на исследование были 
переданы в микробиологическую лабораторию 
отделения акушерства и гинекологии. Все 
подготовленные материалы подвергались окрашиванию 
по Граму и оценивались по системе Ньюджента.

Образцы бактериологического посева, взятые у 
женщин, влагалищная флора которых была 
классифицирована как нормальная (число баллов по 
Ньюдженту 0-3) и в которых не было выявлено 
колонизации Candida (споры и гифы), были помещены в 
транспортную среду и переданы в Венский университет 
природных ресурсов и прикладных биологических наук 
для дальнейшей обработки и видовой идентификации 
лактобацилл, используя фенотипические и 
генотипические методы. Обзор аналитических методов 
представлен на рисунке 1. 
Влагалищные мазки были извлечены из транспортной 
среды и нанесены штрихами на агар МРШ (Мана, Рогоза, 
Шарпа) (компания Merck, Дармштадт, Германия) для 
идентификации лактобактерий. Для описания 
сопутствующей микрофлоры те же образцы мазков были 
использованы для проведения посева на следующих 
видах агара: Gardnerella (компания bioMerieux, Марси 
Л’этуаль, Франция), Chromocult Coliform (Merck), MacCon-
key (Merck) и Schaedler KV с 5% содержанием овечьей 
крови (BD Diagnostics, Спаркс, Мэрилэнд, США) для 
выделения энтеробактерий, BBL CHROMagarTM Candida 
(BD Diagnostics) и YGC агар (Merck) для выделения 
дрожжевых грибов, а также агар Columbia с 5% 
содержанием овечьей крови (BD Diagnostics) для 
культивации микроорганизмов со сложными 
питательными потребностями. Пластинки с агаром МРШ и 
Schaedler KV были инкубированы в анаэробных условиях 
в течение 48 часов при температуре 37°С. Образцы на 
пластинках с агаром YGC и CHROMagar Candida 
культивировались в течение минимум пяти дней при 
температуре 25°С. Остальные пластинки инкубировали в 
аэробных условиях в течение 24-48 часов при 
температуре 37°С, за исключением только агара Gardner-
ella, который инкубировали в анаэростате в 
микроаэрофильной атмосфере. 

Все колонии, полученные на агаровых пластинах, 
были обследованы макроскопически и после этого 
обеззаражены, за исключением бактериальных изолятов, 
собранных с МРШ агара. Далее изоляты были 
идентифицированы путем окрашивания по Граму и 
оценки морфологии колоний. Изоляты исключались из 
исследования, если предполагаемые лактобациллы не 
поддавались культивированию на МРШ агаре или не 
верифицировались при Грам окрашивании. 
Идентифицированные лактобациллы получили видовую 
характеристику после прохождения полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). 

биотикотерапия, хотя и уменьшает концентрацию 
патогенных бактерий, которые являются причи-
ной появления симптомов бактериального ва-
гиноза, но также под ее воздействие попадают 
полезные лактобациллы, что со временем приво-
дит к угнетению уже истощенной на тот момент 
флоры Lactobacillus. Полученные нами данные 
указывают на то, что замещение либо L. crispatus и  
L. gasseri, либо L. jensenii и L. rhamnosus может быть 
более эффективными в вопросе восстановления 
нормальной влагалищной флоры Lactobacillus и из-
бежании  рецидива инфекции, ставя под сомнение 
значение вагинальных терапевтических средств, 
содержащих другие виды лактобацилл. Пробиоти-
ческие добавки были предложены в качестве аль-
тернативного метода поддержания и восстанов-
ления здоровой вагинальной флоры.21 В данном 
контексте полученные нами данные будут весьма 
полезными при дальнейшей разработке пробиоти-
ков, предназначенных для поддержания женского 
здоровья.

Полученные результаты послужили основа-
нием для создания уникального комплекса лакто-
бактерий, содержащего L.crispatus, L.rhamnosus, 
L.gasseri, L.jensenii в количестве 100 х 109 КОЕ/г 
каждой, предназначенного для лечения и про-
филаткики бактериального вагиноза. На фарма-
цевтическом рынке Европы этот комплекс имеет 
название Астарте (www.astarte-probiotics.com),  
в Украине – Флориум (www.anantamedicare.com).
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В случае с L. gasseri были изучены 23 колонии, 
выделенные у 9 женщин. Большинство RAPD-ПЦР- 
паттернов, относящихся к одному субъекту, имели 
различия, но во многом были схожи. Всего у двух женщин 
были выявлены идентичные полосы. В 23 колониях были 
обнаружены три разные RAPD типа данного вида. 
Похожие результаты были получены при проведении 
RAPD анализа L. jensenii (19 образцов, взятых у 8 женщин). 
Генетические «отпечатки пальцев», полученные при 
проведении RAPD-ПЦР, используя образцы, взятые у 
одной женщины, немного отличались друг от друга, но 
проявляли тесную взаимосвязь. Из 19 образцов было 
обнаружено максимум 3 RAPD типа.

Рис. 4 Агарозный гель с RAPD продуктами, полученными из образцов, 
взятых у женщин, влагалище которых было колонизировано более 
чем одной колонией L. crispatus. Столбец М, молекулярный маркер (в 
п. н.); столбцы 1-9 отображают группы штаммов L. crispatus, которые 
имеют некоторое различие, но проявляют тесную взаимосвязь. 
Идентифицированы разные RAPD типы.

Обсуждение

Некоторое время назад считалось, что в 
микрофлоре влагалища здоровой женщины детородного 
возраста преобладают бактерии L. acidophilus и L. fermen-
tum, за которыми по частоте встречаемости следуют L. 
brevis, L. jensenii, L. casei со всеми подгруппами,10 а также 
другие виды лактобацилл. Позднее молекулярные 
методы показали, что наиболее распространенными 
изолятами являются L. crispatus, L. jensenii и L. iners.10,19 
По результатам нашего исследования L. crispatus и L. 
gasseri оказались наиболее часто встречаемыми видами 
лактобацилл во влагалище беременных женщин, за ними 
следуют L. jensenii и L. rhamnosus. Если говорить более 
конкретно, во флоре влагалища всех 72 участниц, у 
которых лактобациллы подвергались культивированию, 
доминировал либо один вид, либо комбинация двух 
видов лактобацилл. В отличие от опубликованных ранее 
результатов,10 бактерия L. acidophilus была слабо 
представлена в нашем исследовании. Однако
эти результаты соответствуют результатам работ Васкеса 
(Vasquez et al.9)  и Антонио (Antonio et al.20), в которых 
было установлено, что L. jensenii, L. crispatus и L. gaseeri 
являются доминирующими видами Lactobacillus во 
влагалище.

Есть несколько возможных причин, объясняющих 
противоречивость уже имеющихся  данных по 
влагалищной флоре Lactobacillus, описанных в разных 
исследованиях. Такие факторы, как состояние здоровья 
носителя, беременность, возраст или географические 
условия могут влиять на микрофлору влагалища. Однако, 
самое главное, что разница в выбранных методах и 
отсутствие надежных методов идентификации, 
безусловно, составляют главную проблему для 
характеристики вагинальной микрофлоры Lactobacillus. 
Идентификация вагинальных лактобацилл, основанная 
на фенотипических методах, включает в себя схемы 
ферментации сахарозы и другие биохимические тесты и, 
таким образом, не отличается высокой точностью и 
надежностью. Данные тесты иногда не позволяют 
установить различие между близкородственными 
видами. В данном исследовании проводились 
множественная и видоспецифическая ПЦР для детальной 
идентификации штаммов. В дополнение был проведен 
RAPD анализ для получения ДНК фингерпринтов трех 
доминирующих видов лактобацилл. Результаты, 
полученные посредством проведения видоспеци- 
фической ПЦР, соответствуют результатам работы Васкеса 
(Vasquez et al.9), указывая тем самым на то, что L. crispatus, 
L. gasseri и L. jensenii можно считать преобладающими 
видами  лактобацилл во влагалище. RAPD фингерпринты 
отобранных изолятов Lactobacillus ясно указали на их 
высокий уровень гомологии и близкое родство как в 
пределах отдельного представителя, так и в пределах 
вида. Большинство RAPD паттернов оказались 
практически идентичными. Было обнаружено не более 
трех разных RAPD типов, приходящихся на один вид. Этот 
результат полностью соответствует предшествующим 
данным исследований Васкеса (Vasquez et al.9), который 
применял RAPD анализ, времязависимый гель с 
использованием градиента температуры и мно- 
жественную ПЦР для идентификации вагинальной флоры 
Lactobacillus. В своей работе Антонио (Antonio et al.20) 
также идентифицировал эти виды на основе 
полнохромосомных ДНК-зондах. Таким образом, 
применение генотипических методов является удобным 
способом для классификации и дифференциации видов 
вагинальных лактобацилл. Лактобациллы были 
обнаружены у 84 (67%) из 126 женщин, чьи образцы 
вагинальной флоры были взяты для характеристики 
(рис.1).   

Бактерия Candida albicans была выявлена у 12 
женщин. Выраженная взаимосвязь между  наличием или 
отсутствием лактобацилл и ростом C. albicans не была 
установлена.

Доминантные виды Lactobacillus, выделенные при 
проведении видоспецифической ПЦР, (а именно: L. crispa-
tus, L. gasseri и L. jensenii) использовались для получения 
генетических «отпечатков пальцев». Образцы, взятые из 
влагалищ женщин, колонизированных более чем одной 
колонией одного и того же вида Lactobacillus, затем были 
исследованы методом RAPD-ПЦР. В случае с L. crispatus, 
были исследованы 20 образцов, взятых у 9 женщин. 
Результаты RAPD-ПЦР показали, что большая часть 
образцов, принадлежавших одной женщине, были очень 
схожи. Идентичные полосы были обнаружены только у 
одной женщины. 20 образцов образовали 3 разных RAPD 
типа (рис. 4). 
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В случае с L. gasseri были изучены 23 колонии, 
выделенные у 9 женщин. Большинство RAPD-ПЦР- 
паттернов, относящихся к одному субъекту, имели 
различия, но во многом были схожи. Всего у двух женщин 
были выявлены идентичные полосы. В 23 колониях были 
обнаружены три разные RAPD типа данного вида. 
Похожие результаты были получены при проведении 
RAPD анализа L. jensenii (19 образцов, взятых у 8 женщин). 
Генетические «отпечатки пальцев», полученные при 
проведении RAPD-ПЦР, используя образцы, взятые у 
одной женщины, немного отличались друг от друга, но 
проявляли тесную взаимосвязь. Из 19 образцов было 
обнаружено максимум 3 RAPD типа.

Рис. 4 Агарозный гель с RAPD продуктами, полученными из образцов, 
взятых у женщин, влагалище которых было колонизировано более 
чем одной колонией L. crispatus. Столбец М, молекулярный маркер (в 
п. н.); столбцы 1-9 отображают группы штаммов L. crispatus, которые 
имеют некоторое различие, но проявляют тесную взаимосвязь. 
Идентифицированы разные RAPD типы.

Обсуждение

Некоторое время назад считалось, что в 
микрофлоре влагалища здоровой женщины детородного 
возраста преобладают бактерии L. acidophilus и L. fermen-
tum, за которыми по частоте встречаемости следуют L. 
brevis, L. jensenii, L. casei со всеми подгруппами,10 а также 
другие виды лактобацилл. Позднее молекулярные 
методы показали, что наиболее распространенными 
изолятами являются L. crispatus, L. jensenii и L. iners.10,19 
По результатам нашего исследования L. crispatus и L. 
gasseri оказались наиболее часто встречаемыми видами 
лактобацилл во влагалище беременных женщин, за ними 
следуют L. jensenii и L. rhamnosus. Если говорить более 
конкретно, во флоре влагалища всех 72 участниц, у 
которых лактобациллы подвергались культивированию, 
доминировал либо один вид, либо комбинация двух 
видов лактобацилл. В отличие от опубликованных ранее 
результатов,10 бактерия L. acidophilus была слабо 
представлена в нашем исследовании. Однако
эти результаты соответствуют результатам работ Васкеса 
(Vasquez et al.9)  и Антонио (Antonio et al.20), в которых 
было установлено, что L. jensenii, L. crispatus и L. gaseeri 
являются доминирующими видами Lactobacillus во 
влагалище.

Есть несколько возможных причин, объясняющих 
противоречивость уже имеющихся  данных по 
влагалищной флоре Lactobacillus, описанных в разных 
исследованиях. Такие факторы, как состояние здоровья 
носителя, беременность, возраст или географические 
условия могут влиять на микрофлору влагалища. Однако, 
самое главное, что разница в выбранных методах и 
отсутствие надежных методов идентификации, 
безусловно, составляют главную проблему для 
характеристики вагинальной микрофлоры Lactobacillus. 
Идентификация вагинальных лактобацилл, основанная 
на фенотипических методах, включает в себя схемы 
ферментации сахарозы и другие биохимические тесты и, 
таким образом, не отличается высокой точностью и 
надежностью. Данные тесты иногда не позволяют 
установить различие между близкородственными 
видами. В данном исследовании проводились 
множественная и видоспецифическая ПЦР для детальной 
идентификации штаммов. В дополнение был проведен 
RAPD анализ для получения ДНК фингерпринтов трех 
доминирующих видов лактобацилл. Результаты, 
полученные посредством проведения видоспеци- 
фической ПЦР, соответствуют результатам работы Васкеса 
(Vasquez et al.9), указывая тем самым на то, что L. crispatus, 
L. gasseri и L. jensenii можно считать преобладающими 
видами  лактобацилл во влагалище. RAPD фингерпринты 
отобранных изолятов Lactobacillus ясно указали на их 
высокий уровень гомологии и близкое родство как в 
пределах отдельного представителя, так и в пределах 
вида. Большинство RAPD паттернов оказались 
практически идентичными. Было обнаружено не более 
трех разных RAPD типов, приходящихся на один вид. Этот 
результат полностью соответствует предшествующим 
данным исследований Васкеса (Vasquez et al.9), который 
применял RAPD анализ, времязависимый гель с 
использованием градиента температуры и мно- 
жественную ПЦР для идентификации вагинальной флоры 
Lactobacillus. В своей работе Антонио (Antonio et al.20) 
также идентифицировал эти виды на основе 
полнохромосомных ДНК-зондах. Таким образом, 
применение генотипических методов является удобным 
способом для классификации и дифференциации видов 
вагинальных лактобацилл. Лактобациллы были 
обнаружены у 84 (67%) из 126 женщин, чьи образцы 
вагинальной флоры были взяты для характеристики 
(рис.1).   

Бактерия Candida albicans была выявлена у 12 
женщин. Выраженная взаимосвязь между  наличием или 
отсутствием лактобацилл и ростом C. albicans не была 
установлена.

Доминантные виды Lactobacillus, выделенные при 
проведении видоспецифической ПЦР, (а именно: L. crispa-
tus, L. gasseri и L. jensenii) использовались для получения 
генетических «отпечатков пальцев». Образцы, взятые из 
влагалищ женщин, колонизированных более чем одной 
колонией одного и того же вида Lactobacillus, затем были 
исследованы методом RAPD-ПЦР. В случае с L. crispatus, 
были исследованы 20 образцов, взятых у 9 женщин. 
Результаты RAPD-ПЦР показали, что большая часть 
образцов, принадлежавших одной женщине, были очень 
схожи. Идентичные полосы были обнаружены только у 
одной женщины. 20 образцов образовали 3 разных RAPD 
типа (рис. 4). 
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ствует таковому у небеременных 
женщин в целом. В клинической 
практике полученные нами данные 
могут иметь большое значение, как 
для заместительной терапии, так и 
для диагностики бактериального 
вагиноза. 

Отличительной чертой бак-
териального вагиноза является 
уменьшение числа или отсутствие 
лактобацилл во влагалищной ми-
крофлоре, а также чрезмерный 
рост анаэробных и факультатив-
но-анаэробных организмов. Анти-

торых по частоте встречаемости следуют L. brevis, 
L. jensenii, L. casei со всеми подгруппами,10 а также 
другие виды лактобацилл. Позже молекулярные 
методы показали, что наиболее распространен-
ными изолятами являются L. crispatus, L. jensenii и 
L. iners.10,19 По результатам нашего исследования 
L. crispatus и L. gasseri оказались наиболее часто 
встречаемыми видами лактобацилл во влагалище 
беременных женщин, за ними следуют L. jensenii и 
L. rhamnosus (рис. 3). Если говорить более конкрет-
но, во флоре влагалища всех 72 участниц, у которых 
лактобациллы подвергались культивированию, до-
минировал либо один вид, либо комбинация двух 
видов лактобацилл. В отличие от опубликованных 
ранее результатов,10  бактерия L. acidophilus была 
слабо представлена в нашем исследовании. Одна-
ко эти результаты соответствуют результатам ра-
бот Васкеса (Vasquez et al.9)  и Антонио (Antonio et 
al.20), в которых было установлено, что L. jensenii, L. 
crispatus и L. gaseeri являются доминирующими ви-
дами Lactobacillus во влагалище.

Есть несколько возможных причин, объясняю-
щих противоречивость уже имеющихся  данных по 
влагалищной флоре Lactobacillus, описанных в раз-
ных исследованиях. Такие факторы, как состояние 
здоровья носителя, беременность, возраст или гео-
графические условия могут влиять на микрофлору 
влагалища. Результаты, полученные посредством 
проведения видоспецифической ПЦР, соответству-
ют результатам работы Васкеса (Vasquez et al.9), 
указывая тем самым на то, что L. crispatus, L. gasseri 
и L. jensenii можно считать преобладающими вида-
ми  лактобацилл во влагалище. Наши данные пол-
ностью соответствуют предшествующим данным 
исследований Васкеса (Vasquez et al.9), который 
применял RAPD анализ и множественную ПЦР для 
идентификации вагинальной флоры Lactobacillus. В 
своей работе Антонио (Antonio et al.20) также иден-
тифицировал эти виды на основе полнохромосом-
ных ДНК-зондов. Таким образом, применение гено-
типических методов является удобным способом 
для классификации и дифференциации видов ваги-
нальных лактобацилл.

Лактобациллы были обнаружены у 84 (67%) 
из 126 женщин, чьи образцы вагинальной флоры 
были взяты для характеристики (рис. 1). 

Так как наша выборка пациентов состояла из 
здоровых женщин, находящихся в начале первого 
триместра беременности, вероятно, что выявлен-
ное нами распределение лактобацилл соответ-


