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РЕФЕРАТ Эффективность ферментации молочных продуктов зависит от характеристик молочнокислых 
бактерий, прежде всего от их метаболической активности и устойчивости к бактериофагам, поэтому 
важно понимать связь между генетическими и фенотипическими особенностями штаммов, использу-
емых в промышленности. Нами проведен комплексный анализ пяти широко применяемых в России 
штаммов Lactococcus с использованием полногеномного секвенирования и оценки фенотипических 
свойств. Несмотря на генетическое сходство четырех штаммов L. lactis, выявлены значительные раз-
личия в их метаболической активности. Сравнение структуры ранее опубликованных геномов 337 
штаммов L. lactis и 147 штаммов L. cremoris выявило отсутствие гена lacZ у L. сremoris, что указывает 
на видоспецифичные особенности метаболизма лактозы. Важно отметить, что у трех из пяти исследо-
ванных штаммов было выявлено наличие профагов, что коррелировало с пониженной кислотообразую-
щей активностью. Штаммы L. lactis FNCPS 51n и 73n были устойчивыми ко всем 50 протестированным 
бактериофагам, что может быть связано с наличием системы абортивной инфекции AbiB. Полученные 
данные подчеркивают значимость интеграции геномного и фенотипического анализа при отборе эф-
фективных и устойчивых стартовых культур Lactococcus для молочной промышленности.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Lactococcus, ферментация, профилирование генома, профаги, стартовые культуры, 
бактериофаги.
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ВВЕДЕНИЕ
Представители рода Lactococcus, способные эффек-
тивно метаболизировать лактозу в молочную кис-
лоту, входят в число ключевых микроорганизмов, 
используемых в производстве ферментированных 
молочных продуктов [1]. 

В молочной промышленности наибольшее распро-
странение получили L. lactis и относительно недав-
но выделенный в самостоятельный вид L. cremoris 
[2]. Эти виды различаются наличием генов, связан-
ных с метаболизмом углеводов и аминокислот [3], 
а также механизмами ответа на стресс [4].

Промышленно значимые различия выявле-
ны и на внутривидовом уровне. Так, в пределах 

подвида L. lactis subsp. lactis выделяют биовар 
diacetylactis, обладающий способностью метабо-
лизировать цитрат с образованием диацетила — 
соединения, придающего продукту характерный 
маслянисто-сливочный аромат [5], который явля-
ется важным компонентом аромата сыров типа 
Камамбер, Эмменталь и Чеддер [6]. Комбинации 
штаммов для ферментации подбирают с уче-
том типа продукта: для кисломолочных изделий 
чаще используют diacetylactis и L. cremoris, тогда 
как L. lactis subsp. lactis применяется в сыроде-
лии [7]. При этом показано, что скорость фермен-
тации при использовании лактококковых заквасок 
в большей степени зависит от индивидуальных ха-
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рактеристик штамма, нежели от его видовой при-
надлежности [8].

Разнообразие технологически значимых призна-
ков у Lactococcus формировалось в результате эво-
люционных процессов и горизонтального переноса 
генов, включая плазмиды, несущие гены, связанные 
с метаболизмом сахаров, синтезом ароматических 
соединений и устойчивостью к бактериофагам [9]. 
В разных странах и регионах используют как ком-
мерческие, так и местные штаммы молочнокислых 
бактерий (МКБ), отобранные либо на основе дли-
тельной традиции применения, либо благодаря уни-
кальным технологическим свойствам [10].

В настоящем исследовании проведен сравни-
тельный анализ пяти штаммов Lactococcus, широко 
применяемых в России в производстве ферменти-
рованных молочных продуктов. Охарактеризованы 
метаболические и генетические особенности этих 
штаммов, включая устойчивость к бактериофагам, 
а также выявлены признаки, определяющие их тех-
нологическую ценность.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы и условия культивирования
В работе использовали пять штаммов: L. cremoris 
FNCPS 23 (GCA_044990555.1), L. lactis FNCPS 
51_n, 43_n, 81_n и  73_n (GCA_044990575.1 , 
G C A _ 0 4 4 9 9 0 5 3 5 . 1 ,  G C A _ 0 4 4 9 9 0 6 0 5 . 1 , 
GCA_044990625.1), из коллекции Всероссийского 
научно-исследовательского института маслоделия 
и сыроделия (ВНИИМС, филиал ФГБНУ «ФНЦ пи-
щевых систем им. В.М. Горбатова» РАН). Штаммы 
81_n и 43_n были выделены из автохтонной смета-
ны, остальные — из молока. Все штаммы были полу-
чены из продуктов на территории Ярославской об-
ласти, Россия, за исключением штамма L. cremoris 
FNCPS 23, выделенного из образца, поступившего 
из Литвы.

Фенотипическая характеристика
Динамику роста определяли с помощью спектро-
фотометрии, применяя фотоэлектрический фото-
метр КФК-3-ЗОМЗ (ОАО «Загорский оптико-меха-
нический завод», Россия). Штаммы культивировали 
в стерильном 10% восстановленном обезжиренном 
молоке при 30°C с добавлением 1% инокулята 16-ча-
совой культуры. Оптическую плотность (OD) изме-
ряли на длине волны 560 нм с интервалом 60 мин 
в течение 10 ч.

Для определения предельной титруемой кислот-
ности в стерильное 10% восстановленное обезжи-
ренное молоко добавляли 0.1% 16-часовой культуры 
лактококков и инкубировали при 30 ± 1°C в течение 

7 сут. Кислотность определяли титрованием раство-
ром NaOH с использованием прибора Titrette, 50 мл 
(Brand, Германия), согласно ранее описанному мето-
ду [11] и выражали в градусах Тернера (°Т).

Величину pH измеряли в стерильном 10% восста-
новленном обезжиренном молоке до ферментации 
(контрольное значение pH 6.53), а также во время 
ферментации в контрольных точках с использова-
нием цифрового pH-метра STARTER 2100 (Ohaus, 
Швейцария).

Коагуляционную активность оценивали по спо-
собности штамма образовывать сгусток в 10% вос-
становленном обезжиренном молоке с 0.015% лак-
муса. Для этого в стерильное лакмусовое молоко 
вносили инокулят каждого штамма в трех повторах. 
Образование сгустка и изменение окраски лакмуса 
(восстановление) оценивали ежечасно при инкуба-
ции при температуре 30 и 40°C [12].

Образование ацетоина и диацетила определяли 
с использованием теста Фогеса−Проскауэра: 48-ча-
совую культуру смешивали с 30% KOH, интенсив-
ность окрашивания оценивали по 5-балльной шкале.

Анализ литических профилей бактериофагов
Литический спектр бактериофагов определяли 
методом культивирования на двухслойном агаре 
в чашках Петри [13]. Чувствительность к бактерио-
фагам оценивали по наличию или отсутствию зоны 
просветления в месте нанесения фага.

Секвенирование генома
ДНК для секвенирования генома выделяли с ис-
пользованием набора ExtractDNA Blood and Cells 
(«Евроген», Россия) согласно инструкциям произво-
дителя. Библиотеки ДНК подготавливали с помо-
щью набора MGIEasy Fast FS DNA Library Prep 
Set V2.0 (Cat. No. 940-001196-00, MGI) согласно про-
токолу производителя. Качество библиотек оцени-
вали с использованием набора для анализа ДНК 
Qubit 1X dsDNA High Sensitivity (Cat. No. Q33230, 
Thermo Fisher Scientific, США) и флуориметра 
Qubit (Thermo Fisher Scientific, США). Длину фраг-
ментов библиотек ДНК оценивали с помощью ка-
пиллярного гель-электрофореза QIAxcel Advanced 
с использованием набора QX DNA Fast Analysis Kit 
(Cat. No. 929008, Qiagen). Секвенирование проводили 
с использованием проточной ячейки FCS на плат-
форме MGI DNBSEQ-G50 (BGI, Китай) в режиме 
PE150.

Сборку бактериальных геномов выполняли с ис-
пользованием SPAdes [14] в режиме isolate. Для по-
вышения качества итоговой сборки сырые прочте-
ния выравнивали на контиги при помощи Bowtie2 
[15], после чего файлы выравнивания были отсо-
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ртированы и проиндексированы с использовани-
ем инструментов SAMtools [16] и переданы в Pilon 
[17] для исправления неточностей сборки. Качество 
сборки оценивали с помощью QUAST [18], полно-
ту собранных геномов оценивали с использованием 
BUSCO [19]. 

Анализ геномов
Аннотацию геномов и функциональный ана-
лиз проводили с использованием конвейера ан-
нотации прокариотических геномов NCBI [20], 
BlastKOALA [21] и  платформы BV-BRC [22]. 
Анализ наличия генов метаболизма в геномах 
штаммов рода Lactococcus осуществляли с по-
мощью платформы BV-BRC на основе высокока-
чественных, общедоступных полных сборок ге-
номов: L. lactis (n = 337) и L. cremoris (n = 147). 
Профаги в  бактериальных геномах выявляли 
с использованием инструмента PHASTEST с на-
стройками глубокого поиска [23]. Системы защиты 
бактерий выявляли с помощью веб-инструмента 
DefenseFinder (v2.0.0, база моделей v2.0.2) [24]. 
Результаты, основанные на HMMER, фильтровали 
по критериям: i-evalue ≤ 1e-5, покрытие профиля 

последовательности ≥ 70%, покрытие целевой по-
следовательности ≥ 70%. 

Дополнительно спейсеры и компоненты си-
стемы CRISPR-Cas выявляли с использованием 
CRISPRCasFinder [25]. Плазмиды идентифициро-
вали с использованием PlasmidFinder v2.0.1 (база 
данных: 2020-07-13) с порогами ≥95% идентичности 
и ≥60% покрытия [26].

Филогенетический анализ
Филогенетическую идентификацию и определение 
близкородственных штаммов проводили с помощью 
анализа корреляции тетрануклеотидов через веб-
сервис JSpeciesWS [27]. Сравнение средней нуклео-
тидной идентичности (ANI) выполняли с использо-
ванием алгоритма OrthoANI [28]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Общая геномная характеристика
Характеристики геномных последовательностей пяти 
анализируемых штаммов приведены в табл. 1. Они 
оказались схожими с опубликованными характери-
стиками штаммов соответствующих видов МКБ.

Таблица 1. Общие характеристики геномов исследованных штаммов Lactococcus

Параметр характеристики L. lactis 
FNCPS 73n

L. lactis 
FNCPS 51n

L. lactis  
FNCPS 43n

L. lactis 
FNCPS 81n

L. cremoris 
FNCPS 23

Размер генома, п.н. 3110896 2258993 3084214 2963565 2528857
GC-cостав, % 34.91 35.52 34.97 35.35 35.78

тРНК 75 44 57 60 53
рРНК 8 5 7 8 5

Гипотетические белки 965 720 907 1,121 765
Белки с установленной функцией 3349 2575 3292 3649 2224

CRISPR-локус  - 1 1 - 9
Белок Cas - - - - -
Профаги - + + - +

Плазмиды repUS33 repUS4, rep32 repUS33, repUS4 repUS33 repUS33

Таблица 2. Фенотипические характеристики исследуемых штаммов

 Штамм

Коагуляционная активность 

Предельная 
кислотность, °Т

Образование 
диацетила, 

баллы

при 30°С, ч при 40°С, ч

Восстановление 
лакмуса Свертывание Восстановление 

лакмуса Свертывание

L. lactis 73n 8 8 8 8 98 -

L. lactis 81n 6 9 6 11 96 -

L. lactis 51n 10 16 9 11 98 4/5

L. lactis 43n 12 неполное 12 13 13 90 5/5

L. cremoris 23 13 14 - - 88 -
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Рис. 1. Тепловая 
карта средней нукле-
отидной идентичности 
ортологичных генов 
(orthoANI). Приве-
ден процент средней 
нуклеотидной идентич-
ности ортологичных 
генов разных штаммов. 
Значения на диагонали 
(100%) соответствуют 
идентичности каждого 
штамма самому себе

Четыре штамма были отнесены к L. lactis , 
один – к L. cremoris. Ближайшими типовыми ге-
номами были L. lactis subsp. lactis NCDO176 
(Z-score > 0.996) для L. lactis и L. cremoris 
ATCC 19257 (Z-score = 0.998) для L. cremoris. 
Анализ OrthoANI показал высокое сходство геномов 
штаммов L. lactis (>99.5%), что указывает на близ-
кое родство (рис. 1). Штамм L. cremoris имел низ-
кие значения ANI (88–89%) по сравнению с L. lactis, 
что подтверждает его отдельный видовой статус.

Фенотипирование штаммов
Результаты фенотипических тестов исследуемых 
штаммов представлены в табл. 2.

Рост исследуемых штаммов оценивали по из-
менению оптической плотности (OD) в процессе 
культивирования. Штаммы L. lactis 73n, 81n и 51n 
демонстрировали сходные темпы роста, в то время 
как L. lactis 43n и L. cremoris 23 росли медленнее. 
Через 7 ч после начала эксперимента OD достигала 
плато, что может указывать на завершение актив-
ной фазы роста (рис. 2A).

Различия между штаммами также проявлялись 
в предельной кислотности: наименьшими значе-
ния были у L. lactis 43n и L. cremoris 23 (табл. 2). 

Аналогичная картина наблюдалась при измерении 
pH: наибольшим снижение pH среды культивиро-
вания было у штаммов L. lactis 73n и 81n, тогда 
как минимальное закисление среды к последнему 
этапу культивирования отмечено у L. lactis 43n 
(рис. 2Б).

Оценка коагуляционной активности при  30  
и 40°C (табл. 2) подтвердила высокую метаболиче-
скую активность L. lactis 73n и 81n: восстановление 
лакмуса происходило за 6–8 ч, свертывание моло-
ка – за 8–11 ч при обеих температурах. L. lactis 
51n демонстрировал температурную зависимость: 
при 40°C коагуляция наступала на 5 ч раньше, чем 
при 30°C. L. lactis 43n и L. cremoris 23 проявили 
наименьшую активность: свертывание происходи-
ло через 12–14 ч, при этом у 43n восстановление 
лакмуса было неполным. У штамма L. cremoris 23 
при 40°C коагуляция и восстановление лакмуса 
не наблюдались.

Анализ генов метаболизма

Протеолитическая система и катаболизм амино-
кислот. Эффективный рост МКБ в молоке требует 
расщепления белков, особенно казеина, составляю-
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щего около 80% всех белков молока [29]. Молекула 
казеина обогащена остатками пролина, что дела-
ет ее доступной для казеинолитических протеаз. 
У Lactococcus описаны два типа внеклеточных про-
теиназ – PI и PIII, различающихся специфичностью 
к фракциям казеина [29]. Лактоцепин I (PI) преиму-
щественно гидролизует β-казеин, образуя более 100 
олигопептидов длиной 4–30 аминокислотных остат-
ков. PIII обладает более широкой специфичностью, 
он расщепляет αs1-, β- и κ-казеин. При этом у по-
ловины промышленных штаммов L. lactis ген prtP, 
кодирующий эти ферменты, отсутствует [30].

Ген prtP найден у трех из пяти исследованных 
штаммов: L. cremoris 23, L. lactis 51n и 81n. Белки 
L. cremoris 23 и L. lactis 51n показали высокую 
идентичность (97%), тогда как у L. lactis 81n об-
наружена делеция из 427 аминокислот, что снизи-

ло идентичность до 76.6–77.2%. Все белки класси-
фицированы как протеиназы типа PI. Сравнение 
с эталонной протеиназой типа PI (PrtP, P16271) по-
казало 97.8% идентичности у L. cremoris 23, 95.9% – 
у L. lactis 51n и 74.9% – у L. lactis 81n.

Пептиды, образующиеся при расщеплении ка-
зеина, транспортируются в клетку с участием си-
стем Opp, DtpT и Dpp [31], гены которых пред-
ставлены у всех пяти штаммов. В цитоплазме 
пептиды расщепляются экзо- и эндопротеазами [29]. 
Сравнительный анализ геномов показал сходный 
профиль наличия генов протеаз у всех пяти штам-
мов, соответствующий общему паттерну для рода 
Lactococcus (рис. 3).

Основные различия между видами L. cremoris 
и L. lactis заключались в частоте встречаемости 
генов пирролидонкарбоксилатпептидазы (pcp, [EC 

Рис. 2. A – динамика оптической плотности культуральной жидкости при инкубации исследуемых штаммов. 
Б – изменение pH культуральной жидкости в процессе культивирования тех же штаммов
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3.4.19.3]) и пептидазы E (pepE), которые, согласно 
базе UniProt, локализуются в плазмидах. Ген pcp 
найден у 62% штаммов L. cremoris и только у 19% 
L. lactis, тогда как pepE – у 32% L. cremoris и 7% L. 
lactis. Напротив, гены CATP (белок семейства ами-
ноконцевых протеаз CAAX) и LexA чаще встреча-
лись у L. lactis (17 и 12% соответственно), чем у L. 
cremoris (8 и 0% соответственно). 

Анализируемые штаммы различались нали-
чием пяти генов протеолитических ферментов. 
Так, у штамма L. cremoris 23 обнаружен ген pcp, 

у штамма L. lactis 81n – CATP, у L. lactis 43n – 
LexA и pepE, а у штамма 51n отсутствовал ген lspA, 
кодирующий сигнальную липопротеинпептидазу.

Метаболизм лактозы. Лактоза является ос-
новным источником углерода в молоке для МКБ. 
Метаболизм лактозы и  галактозы происходит 
с использованием пути Лелуара и тагатозо-6-
фосфатного пути [32]. Анализ штаммов L. lactis по-
казал, что 31% (104 из 337) из них содержат все 
гены тагатозо-6-фосфатного пути, в отличие от 78% 
(115 из 147) штаммов L. сremoris. Все пять иссле-
дованных штаммов также содержали полный набор 
соответствующих генов (рис. 4).

Ключевым ферментом пути Лелуара являет-
ся β-галактозидаза LacZ, катализирующая расще-
пление лактозы на глюкозу и галактозу. Ген lacZ 
не найден во всех геномах L. cremoris, включая 
штамм FNCPS 23, но идентифицирован в 74% штам-
мов L. lactis, включая все четыре исследованных 
штамма этого вида (рис. 4).

Метаболизм цитрата. Среди исследованных 
штаммов диацетил продуцировали только L. lactis 
43n и 51n, причем 43n имел более высокую актив-
ность (табл. 2). Генетический анализ выявил гены, 
отвечающие за метаболизм цитрата, исключительно 
у этих двух штаммов (рис. 5). У всех представи-
телей L. cremoris отсутствовали соответствующие 
гены. В целом, они были выявлены лишь в 8% (28 
из 337) штаммов L. lactis, что указывает на ограни-
ченное распространение биовара diacetylactis.

Устойчивость к бактериофагам
Бактериофаги – частая причина нарушений фер-
ментации молочных продуктов, приводящая к эко-
номическим потерям [33]. ДНК фагов, специфичных 
к Lactococcus и Streptococcus, обнаружена в 37% об-
разцов молока, предназначенного для ферментации 
[34], что делает оценку фагоустойчивости важным 
этапом при подборе используемых штаммов.

На рис. 6 представлены результаты тестирова-
ния 50 бактериофагов (отображены только те, кото-
рые вызывали лизис хотя бы одного из штаммов). 
Штаммы L. lactis 73n и 51n продемонстрирова-
ли устойчивость ко всем фагам. Штаммы 81n, 43n 
и L. cremoris 23 оказались чувствительными к от-
дельным бактериофагам, сохраняя при этом устой-
чивость к другим.

Поскольку различия в устойчивости к фа-
гам могут быть связаны с вариабельностью фаг-
специфичных защитных систем, кодируемых гено-
мами бактерий, провели анализ с использованием 
DefenseFinder (рис. 7). Единственной системой, об-
щей для всех штаммов, оказалась Dnd – механизм 

Рис. 4. Гены метаболизма лактозы у представителей 
L. lactis (n = 337) и L. cremoris (n = 147), а также у пяти 
исследуемых штаммов. Верхняя панель представ-
ляет бинарную матрицу: синий цвет – наличие гена, 
белый – его отсутствие. Нижняя панель показывает 
процентное присутствие каждого гена в популяции; 
числовые значения указаны только для генов, встре-
чаемость которых составляет менее 95% от общего 
числа штаммов
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врожденного иммунитета, основанный на фосфоро-
тиоатных модификациях ДНК [35].

Система AbiB выявлена только у устойчивых 
штаммов. У L. lactis 73n дополнительно обнаруже-
ны AbiC, DS-15 и Dodola. У L. lactis 51n выявлена 
уникальная система рестрикции-модификации (RM) 
II типа, отсутствующая у других штаммов. Штамм 
L. lactis 81n оказался наиболее чувствительным 
к фаговой инфекции (4/50 фагов вызывали лизис). 
У этого штамма отсутствовали гены рестрикта-
зы и субъединицы S системы RM типа I, а также 
системы РrrС, что может объяснять его чувстви-
тельность к фагам. Наибольшую чувствительность 
показал L. cremoris 23, лизируемый 12 фага-
ми, не активными в отношении других штаммов. 
При этом не выявлено ни одной защитной системы, 
представленной у всех L. lactis, но не найденной 
у L. cremoris 23, что может указывать на участие 
структуры клеточной стенки в восприимчивости 
к фаговой инфекции [36].

Гены Сas (I–IV типа) не обнаружены, однако 
CRISPR-спейсеры присутствовали во всех геномах, 
кроме L. lactis 81n и 73n.

Детекция профагов
Анализ геномов выявил фаговые нуклеотидные 
последовательности, что указывает на присут-
ствие профагов в большинстве исследованных 
штаммов. У штаммов L. lactis 73n и 81n встав-
ки фаговых последовательностей не обнаружены, 
что свидетельствует об отсутствии интегрирован-
ных профагов. 

В геноме L. cremoris 23 найдены два контига с фа-
говыми генами: один (33.5 т.п.н.) сходен с PHAGE_
Lactoc_62503, другой (8.1 т.п.н.) – с PHAGE_Lactoc_
bIL309. Эти контиги содержат 40 и 11 кодирующих 
последовательностей при GC-содержании 35.04–
35.29%. Вероятно, первый фрагмент представляет 
собой функциональный профаг, тогда как второй – 
остаточную неактивную вставку. 

Рис. 6. Литический спектр взаимодействия бактериофагов с исследуемыми штаммами. Указаны названия бак-
териофагов. Синий цвет ячейки – чувствительность штамма к соответствующему фагу; белый цвет – отсутствие 
литического эффекта. Штаммы и бактериофаги сгруппированы по сходству их литических профилей; результа-
ты кластеризации представлены в виде дендрограммы
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Рис. 7. Профиль систем бактериального иммунитета у исследованных штаммов. Приведены наименования си-
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Геном L. lactis 51n включает четыре контига 
с фаговыми последовательностями (2.8–7.3 т.п.н., 
суммарно около 22 т.п.н.), схожие с фагами bIL312, 
bIL309, D4410 и bIL286. Эти участки могут быть 
либо рудиментарными остатками, либо частями од-
ного профага, разделенного при сборке генома.

В L. lactis 43n обнаружено шесть фагосодержа-
щих контигов, крупнейшие из которых достигают 
13.5 т.п.н. (общая длина около 44 т.п.н.). Найдены по-
следовательности, сходные с фагами bIL312, bIL285, 
bIL309, а также 98201, bIL311 и BK5_T. Фаговые 
белки синтезируются с обеих цепей ДНК, что ука-
зывает на двухцепочечный характер фагового ге-
нома.

Поскольку ни один из фрагментов фаговой ДНК 
в штаммах L. lactis 43n и L. lactis 51n не был ин-
тегрирован в контиг, содержащий бактериальные 
гены, можно предположить, что обнаруженные по-
следовательности представляют собой не интегри-
рованные в геном профаги, а ДНК фагов, попавших 
в образец на этапе культивирования.

ОБСУЖДЕНИЕ
В нашей работе охарактеризованы пять промыш-
ленных штаммов рода Lactococcus. Геномный анализ 
выявил высокое сходство между штаммами L. lactis, 
свидетельствующее об их клональном происхожде-
нии, в то время как L. cremoris 23 был таксоно-
мически обособлен. Несмотря на близкое родство, 
штаммы различались своей метаболической актив-
ностью: L. lactis 73n и 81n характеризовались вы-
сокой скоростью роста и продукцией кислот, тогда 
как L. lactis 43n и L. cremoris 23 отличались медлен-
ной скоростью роста и кислотообразования. Штамм 
51n, проявлявший умеренную активность, увеличи-
вал скорость свертывания молока при 40°C – темпе-
ратуре, нетипичной для Lactococcus [37], что может 
иметь значение для производства сыров с высоко-
температурным нагревом (Пармезан, Эмменталь 
и др.). Кроме того, штаммы L. lactis 43n и 51n от-
носятся к биовару diacetylactis, что подтверждает-
ся наличием генов метаболизма цитрата и способ-
ностью продуцировать диацетил. При этом штамм 
51n имел более низкий уровень продукции диаце-
тила, чем 43n, что, вероятно, связано с отсутствием 
гена транскрипционного регулятора цитратлиазы 
(citI), участвующего в активации транскрипции со-
ответствующего оперона в присутствии цитрата [38]. 
Корреляция между активностью продукции диаце-
тила и наличием гена citI может представлять про-
мышленный интерес, однако для подтверждения 
его роли необходимы эксперименты по геномному 
редактированию и оценке экспрессии мРНК соот-
ветствующих генов.

Геномный анализ выявил гены систем транс-
порта пептидов Opp, DtpT и Dpp, а также харак-
терный набор протеолитических ферментов МКБ 
[29]. Присутствие гена prtP внеклеточной протеа-
зы I типа в штаммах L. lactis 51n и L. cremoris 23 
не коррелировало с уровнем их метаболической ак-
тивности. Недавно показали, что представленность 
генов отдельных пептидаз (Pcp, PepE/G, PepI, PepR, 
PepL и PepQ) в геномах молочнокислых бактерий 
может существенно варьировать, влияя на актив-
ность ферментации [39]. Изученные нами штаммы 
также различались составом генов, кодирующих от-
дельные внутриклеточные пептидазы, включая pcp, 
pepE, CATP, lspA и lexA. Хотя выявленные вариации 
не объяснили фенотипические различия, они могут 
иметь функциональное значение. Для подтвержде-
ния их роли в формировании фенотипа необходи-
мо функциональное тестирование соответствующих 
генов в комплексе с оценкой протеолитической ак-
тивности. Кроме того, отсутствие очевидной корре-
ляции может быть связано с различиями в копий-
ности указанных генов и их возможной плазмидной 
локализацией, что не оценивали в рамках нашей 
работы, и является ее ограничением.

Мы подтвердили значительные различия в ме-
таболизме лактозы между видами L. lactis и L. 
cremoris, что ранее отмечалось в литературе [1, 40]. 
Отсутствие lacZ у L. cremoris является характер-
ной видовой особенностью, тогда как у большинства 
L. lactis этот ген присутствует. При этом у 80% L. 
cremoris и у трети L. lactis экспрессируются гены 
тагатозо-6-фосфатного пути. Все изученные штам-
мы L. lactis обладают генами обоих путей, что от-
ражает их адаптацию к промышленным условиям.

Штаммы L. lactis 73n и 51n проявили устойчи-
вость ко всем протестированным фагам. Для этих 
штаммов характерно наличие системы абортивной 
инфекции AbiB, однако полная устойчивость, веро-
ятно, обусловлена комплексом факторов. Кроме того, 
как показано ранее, система AbiB эффективна пре-
имущественно против фагов Lactococcus типа 936 
[41], поэтому для подтверждения ее вклада в устой-
чивость указанных штаммов необходимо определить 
типы фагов, использованных в тестировании. Наши 
результаты согласуются с выводами длительного 
мониторинга фаговой динамики на сыродельных 
предприятиях, где устойчивость лактококков к бак-
териофагам также связывали с системами абор-
тивной инфекции (Abi) [42]. Показано, что смена 
стартовых культур влияет на состав и численность 
фагов, а применение устойчивых штаммов может 
определять формирование фаговой экосистемы 
на производстве [42]. CRISPR-локусы выявлены 
у трех штаммов, при этом отсутствие белков Cas 
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согласуется с данными о неполных или деградиро-
ванных CRISPR-системах у Lactococcus [43].

В геномах L. lactis 51n, 43n и L. cremoris 23 вы-
явлены последовательности фаговой ДНК. У 51n 
и 43n они, вероятно, соответствуют внегеномным 
сателлитным фагам или вирусам, попавшим в об-
разцы при культивировании. Профаг, обнаружен-
ный у L. cremoris 23, вероятно, интегрирован, одна-
ко для подтверждения его способности к индукции 
следует провести эксперименты по активации.

Согласно ранее опубликованным данным, в целом 
более низкая скорость ферментации характерна 
для L. cremoris по сравнению с L. lactis [44], хотя 
отдельные штаммы cremoris могут проявлять более 
высокую активность, чем некоторые штаммы lactis 
[8]. Выявленное снижение ферментативной актив-
ности у штаммов L. lactis 51n, 43n и L. cremoris 23 
по сравнению с L. lactis 73n и 81n, вероятно, также 
может быть обусловлено внутривидовыми разли-
чиями, причину которых еще предстоит выявить. 
Несмотря на отсутствие полного лизиса клеток, 
присутствие профагов в геноме, вероятно, созда-
ет дополнительную физиологическую нагрузку. 
Это может быть связано с активацией абортив-
ных систем защиты (AbiC, AbiG и др.), которые, 
предотвращая распространение фага, одновремен-
но нарушают нормальный клеточный метаболизм, 
что может снижать общую функциональную актив-
ность колонии бактерий за счет сопутствующего ме-
таболического стресса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Настоящее исследование показало, что метаболи-
ческие особенности Lactococcus, осуществляющего 
молочнокислое брожение, в значительной степени 
определяются штаммоспецифическими характери-
стиками, а не филогенетической принадлежностью. 
Это подтверждается выраженной фенотипической 
вариабельностью близкородственных штаммов 
L. lactis. Возможная связь между присутствием 
профагов и сниженной метаболической активно-
стью у штаммов L. lactis 51n, 43n и L. cremoris 23 
подчеркивает важность анализа фагового профиля 
при подборе штаммов для промышленного приме-
нения. Кроме того, наличие системы AbiB у штам-
мов 51n и 73n, устойчивых к широкому спектру 
бактериофагов, делает эту систему перспективным 
маркером фагорезистентности. В совокупности по-
лученные данные подчеркивают необходимость 
комплексного подхода, сочетающего геномные и фе-
нотипические методы, для эффективного подбора 
штаммов, обладающих высокой продуктивностью 
и устойчивостью, для применения в молочной про-
мышленности. 
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