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Ежегодно в результате природных катаклизмов, 
расширения территорий строительства и сельскохо-
зяйственного землепользования происходят случаи 
обнаружения и вскрытия скотомогильников, где си-
биреязвенные микробы сохраняются десятилетиями. 
На территории Российской Федерации постоянно ре-
гистрируют единичные и реже – групповые случаи 
сибирской язвы у людей и животных, в том числе со 
смертельными исходами, в связи с чем возникает 
проблема своевременного выявления и иденти-
фикации выделенных из различных источников 
сибиреязвенных штаммов и тщательная диффе-
ренциация их от близкородственных видов. 

Возбудитель сибирской язвы Bacillus anthracis и 
другие члены группы Вacillus сereus филогенетиче-
ски и таксономически очень тесно связаны, и неко-
торые авторы предпологают, что они принадлежат к 
одному виду [9]. По данным гибридизации, уровень 
гомологии хромосомных ДНК отдельных штаммов 
B. anthracis и B. cereus достигает 99 % [14], однако 
один микроорганизм вызывает летальную инфек-
цию, а другой является почвенным сапрофитом. 

Для индикации B. anthracis используется ПЦР с 

праймерами, комплементарными к генам сибиреяз-
венного токсина: pag, lef и cya плазмиды рХО1, гену 
cap плазмиды рХО2 и гену Ba813 из хромосомы [13]. 
Однако данные праймеры выявляют и некоторые 
штаммы B. cereus. По мнению Roloff и соавт. [14], не 
всегда представляется возможным идентифициро-
вать некоторые сибиреязвенные штаммы, в особен-
ности те, которые утратили плазмиды вирулентно-
сти, с помощью молекулярных методов. В частности 
показано, что ДНК некоторых изолятов B. cereus со-
держит фрагменты, сходные более чем с половиной 
последовательностей открытых рамок считывания 
плазмиды рХО1 B. anthracis, причем основная часть 
ДНК-фрагментов B. cereus имела сходство от 80 до 
98 % [9]. B. anthracis представляет собой вид бацилл 
с исключительно мономорфным геномом. Только в 
середине 90-х гг. американским исследователям [5] 
удалось обнаружить в геноме B. anthracis открытую 
рамку считывания vrrA, которая содержала повто-
ряющиеся короткие нуклеотидные последовательно-
сти. Однако из-за высокой степени гомологии ДНК 
представителей группы B. сereus, указанный ген не 
позволяет отличить возбудителя сибирской язвы от 
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близкородственных видов [12]. 
Другими авторами в 2001 г. предложена схе-

ма типирования возбудителя сибирской язвы по 17 
локусам мультилокусного анализа вариабельно-
сти нуклеотидных тандемных повторов MLVA [11]. 
Применение этого метода также, как и генотипирова-
ние по P.Keim et al. [10], позволяет проводить сравни-
тельное изучение сибиреязвенных штаммов различ-
ного географического происхождения. В настоящее 
время для типирования штаммов B. anthracis широко 
используется MLVA по 25 локусам и SNP-анализ [4]. 
Наиболее полное внутривидовое типирование может 
быть осуществлено в результате анализа нуклеотид-
ных последовательностей геномов изучаемых штам-
мов бацилл.

Одним из вариантов диагностических ПЦР яв-
ляется амплификация участков генома со «случай-
ными» повторами в условиях нестрогого связывания 
коротких праймеров (RAPD-ПЦР). Данный метод 
широко используется для демонстрации генетическо-
го разнообразия и дистанции между родственными 
штаммами микроорганизмов ввиду его доступности 
и относительной дешевизны [15]. В геномах различ-
ных видов бактерий были обнаружены chi-сайты – 
короткие нуклеотидные последовательности, узна-
ваемые специфической нуклеазой, которые являются 
«горячими» точками гомологичной рекомбинации [6, 
7, 8, 16, 17]. 

В настоящей работе для дифференциации штам-
мов возбудителя сибирской язвы от атипичных и 
близкородственных видов бацилл был использован 
метод однопраймерной ПЦР с праймером, содержа-
щим chi-последовательность B. subtilis. Полученные 
этим методом данные были сравнены с результата-
ми анализа vrrA локуса, гена pag и культурально-
морфологических и биологических свойств. 

Материалы и методы

Работа проведена на 30 штаммах из 
Государственной коллекции ФБУН ГНЦ ПМБ 
«ГКПМ-Оболенск». Культуры выращивали на плот-
ной и жидкой питательных средах [2] при темпе-
ратуре 37 °С в течение 18 ч. Пробоподготовку, вы-
деление ДНК из B. anthracis и Bacillus spp. прово-
дили в соответствии с методическими указаниями 
«Обеззараживание исследуемого материала, инфи-
цированного бактериями I–IV групп при работе ме-
тодом ПЦР» [3]. 

Праймер, содержащий chi-последовательность 
B. subtilis из пяти нуклеотидов [8], фланкированную 
с обеих сторон пятью и одним нуклеотидом соответ-
ственно ChiBs – 5`-CTAGG-AGCGG-G-3`, был синте-
зирован в ЗАО «Синтол». Реакционная смесь объемом 
25 мкл содержала 10х буфер для ДНК-полимеразы 
фирмы «Fermentas», Литва (75 мM трис-HCl, pH 8,8, 
20 мM (NH4)2 SO4 , 0,01 % Tween 20), 2,5 мM MgCl2, 
0,4 пкM праймера, 0,2 мкМ каждого дНТФ, 1 ед Taq 
ДНК-полимеразы фирмы «Fermentas», Литва и 50–

100 нг ДНК. Перед постановкой реакции матрицу 
прогревали при температуре 95 °С в течение 10 мин. 
Условия проведения ПЦР-амплификации: начальная 
денатурация 94 °С (3 мин); 30 циклов, состоящих из 
денатурации при 94 °С (30 с), отжига при 47 °С (30 с) 
и элонгации при 72 °С (1 мин); завершающая элон-
гация при 72 °С (5 мин). Амплификацию проводили 
на термоциклере «Apllied byosystem 2700», США. 
Ампликоны разделяли электрофорезом в 1,8 % ага-
розном геле в буфере ТЕА [1], ДНК в геле окраши-
вали бромистым этидием. Фотодокументирование 
проводили с помощью системы для гель-документи-
ро вания Vilber-Lourmat (Франция), при ультрафиоле-
товом освещении с использованием трансиллюмина-
тора фирмы «Cole Parmer», США. Для определения 
размеров ампликонов применяли маркер молеку-
лярных весов GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder, 
«Fermentas», Литва. 

Результаты и обсуждение

Профиль ампликонов, полученных с помощью 
ChiBs праймера, 21 штамма разных видов B. anthra-
cis и 9 штаммов других видов бацилл показаны на 
рис. 1 и 2. 

Ампликоны, полученные с помощью праймера 
ChiBs, для большей части штаммов B. anthracis име-
ли размеры ~270 и ~1500 п.о. У штаммов B. anthracis 
492/497 и B. anthracis 71/171 выявляются два мажор-
ных ампликона размерами 350 и 700 п.о., а у штамма 
B. anthracis 747/8 – только один ампликон размером 
350 п.о. Анализ штаммов, принадлежащих к другим 
видам рода Bacillus, показывает, что ChiBs праймер 
инициирует синтез набора фрагментов ДНК, разли-
чающихся по молекулярной массе и интенсивности 
для каждого вида бацилл, внутри видов также на-
блюдается полиморфизм (рис. 2). 

Рис. 1. Электрофореграмма ампликонов, полученных с прайме-
ром ChiBs и ДНК: 
1 – B. anthracis 914/213, 2 – B. anthracis 1259, 3 – B. anthracis 1168/6-102, 
4 – B. anthracis 1184, 5 – B. anthracis 1030/213, 6 – B. anthracis 492/497, 
7 – B. anthracis 50/31, 8 – B. anthracis 28/83, 9 – B. anthracis 275/107-Д, 
10 – B. anthracis 71/171, 11 – B. anthracis 363/17, 12 – B. anthracis 427/618, 
13 – B. anthracis 546/714, 14 – B. anthracis 555/288, 15 – B. anthracis 
747/8, 16 – B. anthracis 560/258, 17 – B. anthracis 71/12 (контроль), 18 – 
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder 
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Как следует из данных, представленных на 
рис. 2, все штаммы близкородственных видов бацилл 
образуют в реакции ПЦР с помощью праймера ChiBs 
ампликоны, отличные от сибиреязвенного штамма 
B. anthracis 71/12 (Cap+,Tox+). Штаммы, отнесенные 
к сибиреязвенным – B. anthracis 10 (38 «Калуга»), 
B. anthracis 32 (603), B. anthracis 193 Куба II, обра-
зуют не характерные для сибиреязвенных ДНК ам-
пликоны. У штамма B. anthracis 10 (38 «Калуга») и 
32 (603) выявляются три ампликона размерами 350, 
700 и > 1500 п.о., штамм B. anthracis 193 Куба II дает 
ампликоны размерами 320, 480,700 и > 1500 п.о., 
штамм B. anthracis Dakar – 270,750, 900 и > 1500 п.о. 
Штамм Dakkar образует ампликоны, сходные с тако-
выми сибиреязвенного штамма 71/12, но отличаю-
щиеся по интенсивности полос.

Таким образом, сравнительный анализ индиви-
дуальных электрофоретических профилей амплико-
нов, полученных в реакции ПЦР с помощью ChiBs 
праймера, выявил наличие генетической вариабель-
ности среди исследуемых штаммов бацилл. Семь 
штаммов – B. anthracis 492/497, B. anthracis 71/171, 

B. anthracis 747/8, B. anthracis 193 Куба II, B. anthra-
cis Dakkar, B. anthracis 32 (603), B. anthracis 10 (38 
«Калуга») имеют особенности нуклеотидной после-
довательности хромосомы, отличающие их от обще-
го генотипа других исследованных в работе сибире-
язвенных штаммов.

Поскольку нами выявлены генетические разли-
чия в ПЦР с праймером ChiBs у ряда штаммов B. an-
thracis, мы провели оценку действия специфических 
сибиреязвенных бактериофагов на эти культуры, а 
также определили ряд характеристик этих штаммов: 
характер роста в жидкой и на плотной питательных 
средах и вирулентность культур. Результаты пред-
ставлены в таблице. 

Для более подробного изучения атипичных 
штаммов B. anthracis поставили ПЦР с праймера-
ми на наличие аллели vrrA и проверили их в ПЦР 
с праймерами к протективному антигену (результа-
ты не представлены). Оказалось, что штаммы, отли-
чающиеся в ПЦР с праймером ChiBs, также дают на 
электрофореграмме картину распределения амплико-
нов, полученных с праймерами, специфичными для 
vrrA, не характерную для сибиреязвенного микроба. 
У этих штаммов не выявляется также нуклеотидная 
последовательность гена протективного антигена. 
На основании проведенного анализа можно сказать, 
что семь штаммов – B. anthracis 492/497, B. anthra-
cis 71/171, B. anthracis 747/8, B. anthracis 193 Куба II, 
B. anthracis Dakkar, B. anthracis 32 (603) и B. anthra-
cis (38 «Калуга»), ранее отнесенные к B. anthracis, 
являются атипичными сибиреязвенными или могут 
быть отнесены к близкородственным видам бацилл. 

Таким образом, проведенные исследования по-
зволяют сделать заключение о том, что сравнитель-
ный анализ индивидуальных электрофоретических 
профилей ампликонов, полученных в реакции ПЦР 
с помощью праймера, содержащего chi-последо ва-
тель ность B. subtilis, позволяет выявлять генетиче-
скую внутривидовую вариабельность и проводить 
дифференциацию штаммов B. anthracis от атипич-
ных штаммов и близкородственных видов бацилл. 

Работа выполнена по государственному кон-
тракту № 33-Д от 08.08.13 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «Национальная 
система химической и биологической безопасности 
Российской Федерации (2009–2014 годы)».

Рис. 2. Электрофореграмма ампликонов, полученных с прай-
мером ChiBs и ДНК атипичных и близкородственных штаммов 
бацилл: 
1, 18 – GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder, 2 – B. cereus ВКМ В-504, 310, 
3 – B. cereus АТСС 9634, 4 – B. cereus АТСС 10702, 5 – B. cereus АТСС 
1070, 6 – B. brevis 1409, 7 – B. subtilis 168, 8 – B. subtilis var. Niger, 9 – 
B. thuringiensis 1373, 10 – B. megaterium 1433, 11 – B. anthracis 10 (38 
«Калуга»), 12 – B. anthracis 32 (603), 13 – B. anthracis 193 Куба II, 14 – 
B. anthracis Dakkar, 15 – B. anthracis 71/12, 16 – B. anthracis СТИ-1, 17 – 
B. anthracis СТИ Rif4 (дорожки 15–17 – типичные штаммы B. anthracis)

Биологические свойства атипичных штаммов B. anthracis

Штамм Источник выделения
Бактериофаг

Наличие 
капсулы

Характер роста в 
жидкой и на плотной 
питательных средах

Вирулентность 
для мышей, 
LD50 спор

Оболенск 
R6

Fah-
ВНИИВВиМ

Гамма-А26

B. anthracis 492/497 Шкура КРС - - - - Не типичный > 107

B. anthracis 71/171 Почва с места забоя - - - - Не типичный 250
B. anthracis 747/8 Почва - - - - Не типичный 2·109

B. anthracis Dakkar - - - - - Не типичный 1·107

B. аnthracis 32 (603) Вынужденно забитая корова - - - - Не типичный 1·108

B. аnthracis 193 Куба II Почва - - - - Не типичный > 108

B. аnthracis 10 (38 «Калуга») Труп коровы - - - - Не типичный > 108

B. anthracis 71/12 2-я вакцина Ценковского + + + + Типичный 30
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