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Изоляция, идентификация 
и пробиотические свойства 
влагалищных изолятов 
молочнокислых бактерий 
здоровых сухостойных коров
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Применение антибиотиков для лечения инфекций репродуктив-
ных путей у коров может вызвать устойчивость бактерий к антибиотикам и ставит 
под угрозу здоровье человека. Потенциально препараты из представителей мо-
лочнокислой влагалищной микрофлоры (пробиотики) могут быть использованы 
качестве биологического контроля для сокращения использования антибиотиков 
в животноводстве. Однако видовой состав влагалищной молочнокислой микро-
флоры здоровых сухостойных коров и ее пробиотические свойства остаются сла-
бо документированы. 

Методы. Проведена видовая идентификация каталазоотрицательных грамполо-
жительных изолятов бактерий, формирующих колонии на агаре MRS, выделенных 
из маточно-цервикальной слизи здоровых лактирующих коров в соответствии со 
стандартными процедурами с использованием культурально-зависимого подхо-
да, биохимических тестов и тестов на ферментацию сахаров с помощью стрипов 
API50 CHL (bioMеrieux, Франция). Для тестирования на антагонистическую актив-
ность методом отсроченного антагонизма в отношении тест-культур стафилокок-
ков и эшерихий были отобраны 14 изолятов в соответствии с типированием отне-
сенные к 5 видам рода Lactobacillus. 

Результаты  Полученные результаты свидетельствуют о том, что маточно-влага-
лищный биоценоз здоровых лактирующих коров представлен микроорганизма-
ми семейства Lactobacillaceae, включая молочнокислые энтерококки и бактерии 
семейства Leuconostocaceae. В составе влагалищного биоценоза у коров без 
признаков патологии родовых путей обнаружено присутствие представителей 
родов Aerococcus, Peptostreptococcus и Gardnerella vaginalis. В соответствии с по-
лученными результатами влагалищная популяция молочнокислых бактерий рода 
Lactobacillus обладает низкой или средней антагонистической активностью в от-
ношении тест культур индикаторных штаммов стафилококков и эшерихий.

Isolation, identification and 
probiotic properties of vaginal 
isolates of lactic acid bacteria 
of healthy slaughter cows
ABSTRACT
Relevance. The use of antibiotics to treat infections of the reproductive tract in cows 
can cause bacterial resistance to antibiotics and endanger human health. Potentially, 
preparations from representatives of the lactic acid vaginal microflora (probiotics) can 
be used as a biological control to reduce the use of antibiotics in animal husbandry. 
However, the specific composition of the vaginal lactic acid microflora of healthy dry 
cows and its probiotic properties remain poorly documented. 

Methods. The species identification of catalase-negative gram-positive isolates of 
bacteria forming colonies on MRS agar isolated from utero-cervical mucus of healthy 
lactating cows was carried out in accordance with standard procedures using a culture-
dependent approach, biochemical tests and tests for sugar fermentation using API50 
CHL strips (bioMеrieux, France). For testing for antagonistic activity by the method 
of delayed antagonism against test cultures of staphylococci and Escherichia, 14 
isolates were selected in accordance with typing assigned to 5 species of the genus 
Lactobacillus. 

Results. The results obtained indicate that the utero-vaginal biocenosis of healthy 
lactating cows is represented by microorganisms of the Lactobacillaceae family, including 
lactic acid enterococci and bacteria of the Leuconostocaceae family. The presence 
of representatives of the genera Aerococcus, Peptostreptococcus and Gardnerella 
vaginalis was found in the composition of the vaginal biocenosis in cows without signs 
of pathology of the birth canal. According to the results obtained, the vaginal population 
of lactic acid bacteria of the genus Lactobacillus has low or medium antagonistic activity 
against test cultures of indicatory strains of staphylococci and Escherichia.
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Введение
Нормальная микробиота репродуктивных путей те-

плокровных животных обеспечивает колонизационную 
резистентность слизистой от избыточной колонизации 
патогенных и условно-патогенных бактерий, исполь-
зуя различные механизмы конкурентного исключения, 
такие как продукция кислот, перекиси, антимикробных 
пептидов и др. 

Считается, что наиболее характерным представи-
телями вагинального нормомикробиоценоза являются 
Lactobacillus spp. Впервые о вагинальных лактобактери-
ях сообщил Альберт Додерлейн (палочки Додерлейна) 
и позже Thomas S. классифицировал их как Lactobacillus 
acidophilus [1].

В последующем в составе женского влагалищ-
ного микробиоценоза были обнаружены такие виды 
лактобактерий, как L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L. 
fermentum, L. leichmannii, L. plantarum, L. salivarius [2, 3].

По мере усовершенствования микробиологических 
техник в составе женского влагалищного микробиоце-
ноза в качестве доминирующих видов стали фигуриро-
вать также виды L. jensenii, L. crispatus L. iners, L. gasseri, 
L. vaginalis [4, 5, 6, 7, 8]. 

В свою очередь в 2015 году Chao Cheng [9] выделил 
из влагалища коров лактобактерии видов L. plantarum, 
L. brevis, L. kitasatonis, Lactococcus garvieae, L. johnsonii 
и L. amylovorus. 

Styková E. и др. [10] из влагалища телок выделили 
лактобактерии двух видов — L. buchneri и L. mucosae. 

Факт присутствия данных микроорганизмов во вла-
галищно-цервикальной слизи человека и теплокровных 
животных позволяет считать их постоянной вагинальной 
микрофлорой, основной функцией которой является 
поддержание рН и сдерживание избыточного роста ус-
ловно-патогенной микрофлоры [11]. 

Общеизвестно, что послеродовые воспалительные 
инфекции матки являются одной из основных причин 
бесплодия у коров [12]. Они снижают репродуктивную 
эффективность коров, увеличивают затраты на здоро-
вье стада, снижают потребление кормов и вызывают 
сокращение производства молока. 

Применение антибиотиков для лечения инфекций 
репродуктивных путей может вызвать устойчивость 
бактерий к антибиотикам и ставит под угрозу здоровье 
человека [13, 14]. 

Турченко А.Н. и др. [15] считают, что препараты из 
представителей молочнокислой влагалищной микрофло-
ры (пробиотики) потенциально могут быть использованы 
в качестве биологического контроля для сокращения ис-
пользования антибиотиков в животноводстве. Использо-
вание пробиотических препаратов может предотвратить 
нежелательные последствия антибиотиков, обычно при-
меняемых при лечении инфекций родовых путей, особен-
но тех, которые возникают с высокой частотой в послеро-
довой период у коров, главным образом у молочных коров.

Однако видовой состав влагалищной молочнокислой 
микрофлоры здоровых сухостойных коров и ее пробио-
тические свойства остаются слабо документированы. 

Цель нашей работы заключалась в изучении видово-
го состава влагалищной молочнокислой микрофлоры 
здоровых сухостойных коров и оценке антагонистиче-
ской выделенных изолятов.

Методика
Материалы 
Проведены бактериологические исследования вла-

галищно-цервикальной слизи, полученной от 38 здо-

ровых лактирующих коров с 3 фермерских молочно-то-
варных ферм Московской и Рязанской области. У всех 
животных на протяжении эксплуатационного периода 
воспалительные явления родовых путей после отёла не 
наблюдались. Коровы не подвергались обработке анти-
биотиками. 

Методы
Выделение молочнокислых бактерий 
Наружные половые органы коров обрабатывали 3% 

раствором йода и обмывали теплой водой. Забор экс-
судата осуществляли стерильным универсальным ги-
некологическим зондом. Пробы помещали в пробирки 
с питательной транспортной средой, состоящей из 10% 
лизированной двукратным замораживанием и оттаива-
нием крови барана, 10% глицерина и 80% физиологиче-
ского раствора хлористого натрия.

Доставленные в лабораторию не позже 1 часа пробы 
высевали на модифицированный агар MRS с азидом на-
трия c рН 6,6 и культивировали в течение 24–26 ч при 
37±1  °С в аэробных условиях. Изолированные колонии 
бактерий, выросшие на агаре MRS, были проверенные 
на каталазу и окрашены по Граму. С каждой чашки от-
бирали грамположительные каталазоотрицательные 
микроорганизмы, переносили в MRS-бульон и культи-
вировали в течение 12–24 ч при 37 °C. Выросшие куль-
туры подвергали сублимационной сушке и хранили в 
лиофилизированном стоянии в ампулах под вакуумом 
при 8–10 °C. 

Идентификация культур 
Морфологическую и биохимическую идентифика-

цию выделенных изолятов проводили в соответствии 
со стандартными процедурами с использованием куль-
турально-зависимого подхода. Биохимические тесты и 
тесты на ферментацию сахаров проводились с помо-
щью стрипов API50 CHL (bioMérieux, Франция). Иденти-
фикацию проводили с помощью таблиц, книг-каталогов 
кодов, компьютерного обеспечения фирмы-изготови-
теля.

Анализ антагонистической активности влагалищных 
штаммов молочнокислых бактерий 
Антагонистические свойства штаммов молочнокис-

лых бактерий устанавливали методом отсроченного 
антагонизма по ОФС.1.7.1.0008.15. Пробиотики (16). В 
качестве индикаторных культур были использованы ви-
рулентный штамм E. coli 1370 и штамм Staphylococcus 
aureus ATCC 25923, полученные из музея производ-
ственных микроорганизмов ФГБУ ВГНКИ, а также вла-
галищные изоляты E. Coli и Sthaphilococcus aureus, 
идентифицированные по культуральным, морфологиче-
ским и тинкториальным свойствам и стрипам API20E и 
APIStaph. 

Культуры лактобацилл 1 генерации выращивали в аэ-
робных условиях на плотной питательной среде MRS, 
отбирали колонии R-формы и на стерильном физиоло-
гическом растворе готовили взвесь с концентрацией 
микробных клеток 0,5 ед. стандарта мутности МакФар-
ланд. При исследовании антагонизма методом отсро-
ченного антагонизма подготовленные взвеси культур 
лактобацилл засевали петлей по диаметру дна чашки 
Петри на агар LAPTg [17] и инкубировали при темпера-
туре (37 ±1) °С в течение 48 час в анаэробных условиях. К 
выросшей культуре поперечными штрихами близко, но 
не вплотную к ней, подсевали подготовленные взвеси 
индикаторных культур и продолжали культивирование в 
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аэробных условиях при (38,1±0,1) °С в течение 20–24 ч, 
после чего измеряли величину задержки роста штриха 
тест культур в мм.

Результаты 
Просматривали колонии мироорганизмов суточного 

роста, выросшие на модифицированном агаре MRS с 
азидом натрия, который является мощным ингибито-
ром порфирина железа и эффективно ингибирует рост 
большинства немолочнокислых бактерий и грибков. С 
каждой чашки отбирали мелкие колонии от белого до 
кремового цвета, характерные для представителей се-
мейства Lactobacillaceae, проверяли на продукцию ка-
талазы и окрашивали по Граму. 

Морфологически каталазонегативные грамполо-
жительные бактерии, формирующие колонии на агаре 
MRS, характеризовались наличием бактерий в форме 
прямых палочек с закругленными концами, собранных 
в цепочки различной длины, либо расположенные оди-
ночно или попарно, коротких кокковидных палочек, еди-
ничных или собранных в короткие цепочки кокков, кок-
кобациллы в виде римской цифры «V».

По современной систематике семейство 
Lactobacillaceae включает три рода: род Lactobacillus, 
род Paralactobacillus и род Pediococcus [18]. Бакте-
рии, относящиеся к родам Lactobacillus, Lactococcus, 
Streptococcus, Pediococcus и Leuconostoc, формируют 
ядро группы МКБ [19, 20].

Идентификация изолятов, формирующих колонии 
на агаре MRS, с использовани-
ем стрипов API50 CHL (bioMérieux, 
Франция), показала, что состав 
микробиоценоза влагалищно-цер-
викальной слизи здоровых лакти-
рующих коров был представлен ас-
социациями бактерий нормальной 
микрофлоры (табл. 1). 

Из проб маточно-цервикаль-
ной слизи из 94,5% проб были вы-
делены микроорганизмы семей-
ства Lactobacillaceae, из 16,7% 
проб  — представители семей-
ства Enterococcaceae, из одной 
пробы (5,5%)  — представители 
рода Peptostreptococcus семей-
ства Peptostreptococcaceae, из 
16,7% проб  — представители се-
мейства Aerococcaceae, из 55,5% 
проб  — представители семейства 
Leuconostocaceae, и в 2 из 18 проб 
(11,1%)  — Gardnerella adiacens- 
представители рода гарднерелл се-
мейства Bifidobacteriaceae.

Результаты видового типирова-
ния выделенных микроорганизмов 
представлены в табл. 2, из которой 
следует, что доминирующую груп-
пу составили изоляты, отнесенные 
к семейству Lactobacillaceae, род 
Lactobacillus, виды Lactobacillus 
fermentum (12 изолятов), 
Lactobacillus plantarum (5 изолятов) 
, далее следуют группы Lactobacillus 
acidophilus (2 изолята), Lactobacillus 
salivarius (2 изолята),  Lactobacillus 
brevis (6 изолятов). 

Вторую по численности группу  — 11 изолятов, со-
ставляли изоляты, отнесенные к роду Leuconostos се-
мейства Leuconostocaceae, которое входит в порядок 
Lactobacillales, род грамположительных факультатив-
но-анаэробных неспорообразующих неподвижных мо-
лочнокислых гетероферментативных бактерий [19]. 

Группа из 4 изолятов рода Enterococcus представле-
на видом Enterococcus faecalis (1 изолят) и Enterococcus 
faecium (3 изолята).

Молочнокислые кокки в количестве 4 изолятов были 
идентифицированы как вид Lactococcus lactis spp 
cremoris. 

Среди идентифицированных изолятов, формиру-
ющих колонии на модифицированном агаре MRS с 
азидом натрия, два были отнесены к виду Aerococcus 
viridans, который является представителем бактериаль-
ного рода Aerococcus входящего в 17-ю группу грампо-
зитивных кокков [21].

Aerococcus viridans — факультативные анаэробы, но 
лучше растут в микроаэрофильных условиях. Образуют 
мелкие беловато-серые колонии колонии. При окраске 
по Граму клетки Aerococcus viridans имеют вид непод-
вижных грамположительных шарообразных клеток.

В отношении Aerococcus viridans следует отметить, 
что этот микроорганизм является вездесущим рези-
дентным представителем нормального микробиоцено-
за открытых полостей у животных и человека. Аэрококки 
относятся к активным продуктам перекиси водорода 
[22, 23] и, обладая активными колонизирующими спо-

Ассоциация микроорганизмов Частота выделения (проб) 

Lactobacillus sp + Aerococcus sp 1

Lactobacillus sp + Enterococcus sp 2

Lactobacillus sp + Leuconostoc spp 6

Lactobacillus sp + Peptostreptococcus sp + Leuconostoc spp 1

Lactobacillus sp + Aerococcus sp + Leuconostoc spp 1

Lactobacillus sp + Leuconostoc spp + Gardnerella adiacens 1

Lactobacillus sp + Enterococcus sp + Leuconostoc spp+ 
Gardnerella adiacens

1

Lactobacillus sp 4

Aerococcus sp 1

Видовая принадлежность микроорганизмов, выделенных маточ-
но-цервикальной слизи здоровых лактирующих коров 

Количество идентифициро-
ванных изолятов

Lactobacillus fermentum 12

Lactobacillus plantarum 5

Lactobacillus acidophilus 2

Lactobacillus salivarius 2

Lactobacillus brevis 6

Leuconostoc spp. 2

Leuconostos mesenteroides 9

Enterococcus faecalis 1

Enterococcus faecium 3

Lactococcus lactis spp cremoris 4

Aerococcus viridans 2

Gardnerella vaginalis 2

Peptostreptococcus 1

Таблица 1. �Ассоциаций микроорганизмов, выделенных из влагалищно-цервикальной слизи 
здоровых лактирующих коров

Table 1. �Associations of microorganisms isolated from the vaginal-cervical mucus of healthy 
lactating cows

Таблица 2. �Видовая принадлежность микроорганизмов, выделенных из маточно-цервикаль-
ной слизи здоровых лактирующих коров,  формирующих колонии на агаре MRS

Table 2. �Species of microorganisms isolated from the utero-cervical mucus of healthy lactating 
cows that form colonies on MRS agar
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собностями и высокой адгезивной активностью, опре-
деляют состав микробиоценоза слизистых оболочек, 
предотвращая колонизацию слизистых поверхностей 
транзиторными микроорганизмами с патогенными по-
тенциями, что в целом характеризует аэрококки как ми-
кробионты, обладающие выраженными пробиотически-
ми потенциями.

Среди выделенных изолятов 2 штамма были иденти-
фицированы как Gardnerella vaginalis. Гарднереллы  — 
мелкие неподвижные грамвариабельные коккобациллы 
размером 0,3–0,6x1–2 мкм. В мазках клетки распола-
гаются одиночно или парами в виде римской цифры 
«V». Температурный оптимум 35–37 °С; оптимум рН 4,0; 
предпочтительно культивирование при повышенном со-
держании СO2.

Это наиболее интересная находка, посколь-
ку Gardnerella vaginalis является единственные 
видом рода Gardnerella, входящего в состав се-
мейства Bifidobacteriaceae, относящегося к 
порядку Bifidobacteriales, классу Actinobacteria, типу 
Actinobacteria [24, 25].

При изучении антагонистической активности влага-
лищных изолятов лактобацилл методом отсроченного 
антагонизма, было установлено, что в целом влагалищ-
ная популяция молочнокислых бактерий обладает низ-
кой или средней антагонистической активностью, что 
оценивалось по величине зоны ингибиции роста (мм) 
при подсеве штрихом тест культур индикаторных штам-
мов стафилококков и эшерихий. 

Результаты оценки антагонистической активности ала-
галищных изолятов лактобацилл приведены в таблице 3.

Среди 6 протестированных изолятов Lactobacillus 
fermentum наиболее выраженная антагонистиче-
ская активность установлена у изолята Lactobacillus 
fermentum-4. Зона задержки роста Staphylococcus 
aureus (влагалищный изолят) под влиянием метаболи-
тов Lactobacillus fermentum-4 составила 9,67±0,89 мм, 
Staphylococcus aureus ATCC 25923  — 8,33±0,89 мм, 
E. coli 1370 — 9,67±0,44 мм, E. coli (влагалищный изо-
лят)  — 8,33±1,11 мм. У остальных 5 протестированных 
изолятов Lactobacillus fermentum антагонистическая ак-
тивность отсутствовала или была низкой

В группе изученных влагалищных изолятов молоч-
нокислых бактерий выраженным антагонистическим 
эффектом обладали изоляты Lactobacillus plantarum-1 
и Lactobacillus plantarum-2. Так, зоны задержки роста 

индикаторного штамма Staphylococcus aureus (вла-
галищный изолят) составили 10,00±0,67 и 10,33±0,44 
мм, Staphylococcus aureus ATCC 25923 — 10,67±1,11 и 
11,67±0,89 мм, E. coli 1370 — 8,33±0,89 и 7,67±0,44, E.coli 
(влагалищный изолят) — 10,00±1,33 и 8,00±0,67 мм со-
ответственно.

Влагалищные изоляты Lactobacillus acidophilus-1 и 
Lactobacillus acidophilus-2 в отношении тест-штаммов 
Staphylococcus aureus и E. coli проявили себя как уме-
ренные антагонисты. Варианты зон задержки роста этих 
тест-культур под влиянием метаболитов Lactobacillus 
acidophilus-1 составила от 7,33±1,11 до 9,00±1,33 мм, 
под влиянием метаболитов Lactobacillus acidophilus-2 — 
от 8,67±0,89 до 5,67±0,44 мм.

Изученные изоляты Lactobacillus brevis обладали 
низкой антагонистической активностью в отношении 
индикаторных штаммов (см. табл. 3). Зоны задержки 
тест-культур Staphylococcus aureus под влиянием мета-
болитов изолята Lactobacillus brevis -1 находились в гра-
ницах 6,67±0,44  — 5,33±0,44мм , изолята Lactobacillus 
brevis -2 — 4,33±0,44- 4,77±0,44 мм. 

Анализ результатов определения антагонистиче-
ской активности влагалищных изолятов Lactobacillus 
salivarius показал, что эти изоляты различаются по 
своей ингибирующей активности в отношении всех 
использованных тест-штаммов. Так, зоны угнетения 
роста Staphylococcus aureus (влагалищный изолят) и 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 под влиянием ме-
таболитов изолята Lactobacillus salivarius-1 составили 
12,75±0,75 и 11,25±0,75 мм, тогда как зоны угнетения 
роста этих тест-культур под влиянием метаболитов 
Lactobacillus salivarius-2 составили 9,25±1,25 7,75±0,75 
мм соответственно.

Аналогичная тенденция установлена в отношении 
тест-культур E. coli. Зоны угнетения роста тест-культур 
E. coli под влиянием метаболитов изолята Lactobacillus 
salivarius-1 были равны 11,00±1,50 и 11,75±0,75 мм, 
тогда метаболиты изолята Lactobacillus salivarius-2 об-
разовывали зоны угнетения роста тест-культур E. coli 
9,75±0,87 и 8,25±0,75 мм.

Выводы 
Полученные нами данные свидетельствуют о том, 

что влагалищный биоценоз здоровых лактирующих 
коров представлен микроорганизмами семейства 
Lactobacillaceae, включая молочнокислые энтерококки 

Индикаторные штаммы

Испытуемые влагалищные изоляты лактобацилл 
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Зоны задержки роста индикаторных штаммов (мм)

Staphylococcus 
aureus (влагалищный 
изолят)

7,00± 
0,67

7,67 
±0,89

8,00 
±0,67

9,67 
±0,89

6,33 
±1,11

9,67 
±1,11

10,00 
±0,67

10,33 
±0,44

9,00 
±1,33

5,67 
±0,44

6,67 
±0,44

4,33 
±0,44

12,75 
±0,75

9,25 
±1,25

Staphylococcus 
aureus ATCC 25923

6,67 
±0,44

8,33 
±1,11

7,67 
±1,11

8,33 
±0,89

6,33 
±0,44

7,33 
±1,56

10,67 
±1,11

11,67 
±0,89

6,67 
±1,11

7,33 
±0,44

5,33 
±0,44

4,77 
±0,44

11,25 
±0,75

7,75 
±0,75

E. coli (влагалищный 
изолят)

6,67 
±1,11

7,67 
±0,67

7,33 
±1,11

8,33 
±1,11

7,00 
±1,33

9,67 
±1,78

10,00 
±1,33

8,00 
±0,67

7,33 
±1,111

7,33 
±0,89

4,33 
±1,11

5,33 
±1,11

11,00± 
1,50

9,75 
±0,87

E. coli 1370
8,67 

±1,56
8,33 

±1,11
7,67 

±1,11
9,67 

±0,44
7,33 

±1,11
9,00 

±0,67
8,33 

±0,89
7,67 

±0,44
8,67 

±1,11
8,67 

±0,89
5,00 

±0,67
6,67 

±0,44
11,75 
±0,75

8,25 
±0,75

Таблица 3. �Антагонистическая активность влагалищных изолятов лактобацилл при исследовании методом отсроченного антагонизма

Table 3. �Antagonistic activity of vaginal lactobacilli isolates in the study by the method of delayed antagonism
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и Leuconostocaceae. Обнаруженное в составе влага-
лищного биоценоза присутствие представителей родов 
Aerococcus, Peptostreptococcus и Gardnerella vaginalis у 
коров без признаков патологии родовых путей требует 
более широких исследований, выходящих за пределы 
нашего эксперимента.

В целом влагалищная популяция молочнокислых 
бактерий рода Lactobacillus обладает низкой или сред-
ней антагонистической активностью, в отношении тест 
культур индикаторных штаммов стафилококков и эше-
рихий, однако, исследование методом отсроченного 
антагонизма имеет ряд недостатков, влияющих на чув-
ствительность метода. В частности  как справедливо 
замечают Иркитова А.Н., Каган Я.Р., Соколова Г.Г. [26] 
для объективной оценки антагонистического действия 

лактобактерий, выявляемого этим методом, необходи-
мо учитывать, что он дает преимущество штаммам, ко-
торые продуцируют ингибиторные соединения неболь-
шой молекулярной массы, быстрее диффундирующие в 
толщу агарового слоя и, следовательно, дающие более 
обширные зоны ингибирования роста тест-культуры и 
не всегда одна и та же среда одинаково благоприятна 
как для продуцента так и для роста тест-организма.

Представленная информация может иметь практи-
ческое значение для исследований, направленных на 
установление пробиотического потенциала влагалищ-
ного пула молочнокислых бактерий и рассмотрения 
вопроса о целесообразности включения штаммов мо-
лочнокислых бактерий в пробиотики для поддержания 
нормального микробиома репродуктивных путей коров. 
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