
Проблемы особо опасных инфекций, вып. 111, 2012

66

Попавший в окружающую среду возбудитель си-
бирской язвы быстро образует споровую форму. В виде 
споры B. anthracis способен к длительному пережива-
нию в почве, создавая стационарно-неблагополучные 
регионы. В 1887 г. Р. Кох писал: «…споры выживают 
каким-то невероятным образом. Ни годы засухи, ни 
существование в течение месяцев в гниющей жидко-
сти, ни чередование засухи и влаги не могут лишить 
их способности прорастать. Когда эти споры уже об-
разовались, то появляются достаточные предпосылки 
для сохранения сибирской язвы в течение длительно-
го времени в определенном районе». 

Контаминированная почва может оставаться 
инфицированной многие годы, даже десятилетия. 
Одним из примеров служит случай сибирской язвы 
у человека, заразившегося на месте захоронения 
трупов сельскохозяйственных животных, проведен-
ного более 80 лет назад. Показательна вспышка си-
бирской язвы в Австралии, возникшая в местности, 
где заболевания не регистрировались 83 года [11]. 
Заслуживает внимания сообщение о выделении двух 
жизнеспособных штаммов возбудителя сибирской 
язвы из костей животных, найденных при археоло-
гических раскопках в Национальном Крюгер-парке 
(Южная Африка). Радиоуглеродный анализ этих 
костей показал, что они относятся к животным, по-
гибшим от сибирской язвы 200±50 лет назад [12]. 
Имеется предположение, что возбудитель сибирской 
язвы может быть активным через 1300 лет [6].

Находящийся в почве возбудитель сибирской 
язвы подвергается воздействию различных факто-
ров. Он имеет много антагонистов среди растений 
и микроорганизмов. Длительное время дискутиру-
ется вопрос о роли дождевых червей в санации по-

чвы, инфицированной возбудителем сибирской язвы. 
Начиная с Л.Пастера считалось, что дождевые чер-
ви выносят B. anthracis из глубины почвы на ее по-
верхность. Р.Кох отрицал это заявление Л.Пастера. 
O.Bollinger [7] проверил данное положение в экспе-
рименте. Автор на пастбищах в Баварских Альпах, 
где часто встречались заболевания сибирской язвой, 
добыл 72 червя. Тщательно очистив их, он растер 
червей в стерильной воде и полученную массу ввел 
животным (кроликам, морским свинкам и белым мы-
шам). В одном случае получил гибель от сибирской 
язвы. На основании проведенных исследований был 
сделан вывод о правильности теории Л.Пастера. В 
ответ на экстремальные условия среды обитания у 
дождевого червя сформировалась уникальная им-
мунная система, которая представлена антибиотиче-
ской, ферментативной системой, комплексом спец-
ифических иммунных клеток и комплементарных 
белков [4].

В данной работе проведено изучение влияния 
Калифорнийских дождевых червей на очищение по-
чвы от возбудителя инфекции и свойства микроорга-
низма. 

Материалы и методы

В работе использовали общепринятые материа-
лы и методические приемы работ с возбудителем си-
бирской язвы [3]. 

Был использован штамм B. anthracis 71/12 
(Второй вакцины Ценковского) из коллекции патоген-
ных микроорганизмов и клеточных культур («ГКПМ-
Оболенск»), обладающий генотипом pXO1+/pXO2+ 
(Cap+ Tox+). 
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Культивирование и оценку свойств возбудителя 
сибирской язвы проводили с использованием плотных 
и жидких питательных сред: L-агар/бульон (по Луриа-
Бертани), МПБ и МПА, а также дифференциально-
диагностические питательные среды: среда с сорби-
том и бромтимоловым синим [2] и среда с фенолфта-
леинфосфатом натрия. Определение характера роста 
на питательных средах проводили визуально или под 
малым увеличением микроскопа. Обращали внимание 
на характер колонии на агаре, прозрачность бульона и 
вид осадка.

Калифорнийские дождевые черви получены из 
Центра токсикологии и гигиенической регламента-
ции биопрепаратов.

Для выделения ДНК использовали методику ще-
лочной денатурации Birnboim и Doly [5]. ДНК выде-
ляли из жидких культур, выращенных в L-бульоне с 
качанием в течение 16 ч.

Постановка полимеразной цепной реакции. 
Были использованы пары праймеров, гомологичные 
участкам нуклеотидных последовательностей плаз-
мид B. anthracis (табл. 1). Праймеры были синтезиро-
ваны в ЗАО «Синтол», Москва.

Реакционная смесь объемом 25 мкл содержала 
10×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 прай-
мера; 0,2 мкМ каждого дНТФ; 1 ед. Taq ДНК-поли ме-
разы фирмы «Fermentas» (Литва) и 50–100 нг ДНК. 
Условия проведения ПЦР-амплификации: начальная 
денатурация 94 °С (3 мин); 30 циклов, состоящих из 
денатурации при 94 °С (30 с), отжига при 54 °С (30 с) 
и элонгации при 72 °С (30 с); завершающая элонга-
ция при 72 °С (5 мин). Амплификацию проводили с 
использованием термоциклера «Apllied byosystem 
2700», США. Электрофорез ПЦР-про дук тов прово-
дили в 1,8 % агарозном геле, гель готовили на буфере 
ТЕА [10]. ДНК в геле окрашивали бромистым этиди-
ем [10]. Фотодокументирование проводили на системе 
для гель-документирования Vilber-Lourmat (Франция) 
при ультрафиолетовом освещении с помощью транс-
иллюминатора фирмы «Cole Parmer», США. Для опре-
деления размеров ампликонов использовали фрагмент 
ДНК определенной молекулярной массы. 

Определение капсулообразования осуществляли 

при выращивании на специальных питательных сре-
дах: бикарбонатно-сывороточном агаре, среде ГКИ, 
среде по Green. Посевы инкубировали при темпера-
туре (36±1) °С в условиях повышенного содержания 
в атмосфере углекислого газа. Капсулообразование в 
организме определяли просмотром мазков из трупов 
белых мышей, погибших после заражения споровой 
суспензией B. anthracis.

Для определения величины ЛД50 заражали бес-
породных белых мышей массой 16–18 г подкожным 
введением разных доз споровой суспензии – от 10 
до 108. Рабочие инфицирующие дозы готовили, ис-
ходя из концентрации спор, определяемой по счету 
в камере Горяева. Правильность приготовления зара-
жающей дозы контролировали высевом каждого раз-
ведения на 5 чашек Петри с питательным агаром по 
0,1 см3 на каждую чашку. Каждую заражающую дозу 
вводили 10 белым мышам. За животными наблюда-
ли в течение 8 сут, ежедневно учитывая количество 
погибших мышей в каждой группе. По результатам 
гибели экспериментальных животных, инфициро-
ванных различными дозами спорового материала, 
рассчитывали дозу, вызывающую гибель 50 % жи-
вотных (величину ЛД50) по методу Кербера в моди-
фикации И.П.Ашмарина [1]. 

Результаты и обсуждение

Калифорнийских дождевых червей в количе-
стве 50 штук помещали в контейнер с землей (около 
1 кг). Брали равные навески сухих опилок (по 100 г) 
и смачивали 10 см3 споровой суспензии B. anthracis 
с концентрацией 3·108 спор/см3. Затем опилки вноси-
ли в контейнер с почвой и тщательно перемешива-
ли. В разные временные интервалы из хранившихся 
контейнеров отбирали небольшие образцы почвы, 
взвешивали их и добавляли равное по весу количе-
ство физиологического раствора. Колбы помещали в 
шейкер и встряхивали в течение одного часа. Затем 
отбирали 1 см3 суспензии и титровали методом деся-
тикратных разведений. Из соответствующих разве-
дений делали высев суспензии на чашки с питатель-
ным агаром, содержащим полимиксин 100 мкг/см3. С 
целью выделения сибиреязвенных культур суспен-
зии из проб почвы высевали на дифференциально-

Таблица 1

Праймеры, использованные в работе

Наименование 5`- 3` последовательность Ожидаемый размер 
фрагмента (п.о.)

F1PxO2 GTCTTCTCGCACTATCAAGGCTCAATG
355

R1PxO2 CTGCATTATTATCAATTGTTATATCAGG

F1lef CCCTACACTAATTAACATAACCAAATTGG
365

R1lef GCTGTTACTAAACATGACATACTAATTAC

F1pag CCTGTGCTTGAAACTAATATCGTAGAC
375

R1pag GTATACAGCATACACAATCTATTGAAGG

F1edema CTATAGCCTGTGAGGAGGATATAGCAAATAG
405

R1edema CAGCTGAACTTTATCAACTTAGAATCTC
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диагностические питательные среды. После 24–36 ч 
инкубирования при температуре (36±1)° С подсчиты-
вали количество типичных по морфологии колоний 
B. anthracis, выросших на плотной питательной сре-
де. Полученные результаты представлены в табл. 2.

На основании полученных данных можно сде-
лать заключение о том, что в присутствии дождевых 
червей происходит снижение в почве количества си-
биреязвенных бацилл (от 30 до 50 %).

Следующим этапом работы явилось изучение 
свойств сибиреязвенных культур, выделенных от 
червей на 20-е и 30-е сутки после помещения в ин-
фицированную почву. Готовили 250 г корма (измель-
ченные бананы, яблоки и груши), в него добавляли 
25 см3 споровой суспензии штамма B. anthracis 71/12, 
содержащей 1·108 спор/см3. В итоге концентрация 
спор составила 1·106 спор/на 1 г субстрата. Далее 
этот субстрат переносили в банку с почвой, нанеся 
его толстым слоем, и сверху вновь насыпали почву 
слоем 3–4 см. На поверхность почвы помещали кали-
форнийских червей в количестве 50 шт. Банку накры-
вали марлей и хранили в темном месте при комнат-
ной температуре. Через 5 дней черви с поверхности 
полностью переместились в питательный субстрат и 
перемешали почву с субстратом. Началось активное 
размножение червей. Через 20 и 30 дней наблюдения 
отобрали по 5 крупных особей, тщательно отмыли в 
стерильном физиологическом растворе 5 раз. Червей 
растерли в стерильных ступках с песком и сделали 

высев на дифференциально-диагностическую пита-
тельную среду с полимиксином 100 мкг/см3. После 
инкубации посевов при температуре (36±1) °С в тече-
ние 24–48 ч отобрали характерные колонии (рис. 1).

Промывную воду (последнюю порцию) также 
высевали на чашки с питательной средой для кон-
троля наличия спор сибиреязвенного микроба на 
поверхности червей. В результате проведенных экс-
периментов нами выделены культуры B. anth ra cis на 
20-е и 30-е сутки после начала эксперимента. Были 
проверены биологические свойства выделенных 
культур – характер роста в жидкой и на плотной пи-
тательных средах, вирулентность для беспородных 
белых мышей, выделена ДНК и поставлена ПЦР с 
видоспецифическими праймерами. 

При выращивании на плотных и жидких пита-
тельных средах выделенные штаммы проявляли ти-
пичные культурально-морфологические признаки 
(характер роста, морфология колоний и клеток). На 
агаризованной питательной среде вырастали пло-
ские колонии различной величины, сероватого или 
серовато-белого цвета, сухие, матовые, шероховатые 
R и RRO–форм. В мазках, окрашенных по Граму, на-
блюдались крупные (от 1,0÷1,3 до 3÷10 мкм) грам-
положительные палочки с обрубленными или слегка 
закругленными концами, расположенные в цепочках. 
В жидкой питательной среде рост на дне пробирки 
отдельными хлопьями или хлопком («комок ваты»), 
бульон остается прозрачным.

Таблица 2

Количество микроорганизмов B. anthracis в почве с дождевыми червями

Срок хранения проб 
почвы, сутки

Количество микроорганизмов в 1 г почвы в пробах

1 2 3 4 Среднее

0 6,0·106 6,5·106 6,5·106 6,7·106 6,4·106

7 6,2·106 5,9·106 4,0·106 6,5·106 5,7·106

14 6,0·106 4,6·106 4,4·106 7,0·106 5,5·106

28 4,2·106 1,9·106 2,4·106 5,6·106 3,5·106

42 4,6·106 2,8·106 3,4·106 5,4·106 4,1·106

56 3,4·106 1,2·106 2,6·106 3,8·106 2,8·106

63 4,4·106 3,8·106 4,2·106 5,6·106 4,5·106

77 2,9·106 2,9·106 2,0·106 4,8·106 3,2·106

90 3,5·106 3,0·106 2,3·106 4,3·106 3,3·106

Рис. 1. Рост микроорганизмов  
на диагностической питательной среде: 

А – рост B. cereus, B. subtilis и B. anthracis  
(отмечены стрелками); Б – колонии B. anthracis 

под малым увеличением микроскопа
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Выделенные культуры лизировались специфи-
ческими сибиреязвенными бактериофагами Гамма и 
Fah-ВНИИВВиМ. 

На специальных питательных средах (по Green) 
при культивировании в атмосфере углекислого газа 
вырастали крупные, выпуклые, блестящие, полу-
прозрачные гладкие колонии слизистой (мукоид-
ной) консистенции. Процент капсулообразующих 
клеток у вновь выделенных культур не изменился 
по сравнению с исходной культурой и находился на 
уровне 90 %. 

Вирулентность выделенных из червей культур 
практически не имела отличий от величин исходного 
штамма – показатели ЛД50 для белых мышей соста-
вили от 10 до 50 спор.

Провели генотипирование выделенных из чер-
вей штаммов по P.Keim [8] и Le Fleche [9]. Отличий 
от исходного штамма B. anthracis 71/12 не найдено.

Из клеток исходной культуры штамма 71/12 и 
полученных культур выделили ДНК. Выделенные 
ДНК были использованы в качестве матриц в ПЦР 
со специфичными праймерами (табл. 1): pag, lef, 
edema – к последовательностям генов плазмиды ток-
синообразования; рХО1 и рХ02 – к последовательно-
сти генов плазмиды капсулообразования возбудителя 
сибирской язвы (рис. 2). 

Из представленных данных следует, что выделен-
ные на 20-й и 30-й день после начала эксперимента 
культуры не изменили своих свойств после контакта с 
калифорнийскими червями – сохранились все генети-
ческие детерминанты вирулентности. Таким образом, 
пребывание сибиреязвенной культуры в организме до-
ждевого червя не привело к утрате ни одной из двух 
плазмид – капсуло- и токсинообразования.

Под влиянием червей происходит снижение коли-
чества B. anthracis в почве на 30–50 %. Остающиеся 
споры возбудителя сибирской язвы не меняют своих 
свойств и сохраняют все основные биологические и 
генетические факторы патогенности.

Работа выполнена по государственному кон-
тракту № 70-Д/2 от 15.08.2011 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «Национальная 
система химической и биологической безопасности 
Российской Федерации (2009–2013 годы)».
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Рис. 2. Электрофореграмма ампликонов, полученных с прай-
мерами на гены патогенности плазмидной локализации: 

1–4 – F1PxO2/R1PxO2 (ожидаемый размер фрагмента ДНК – 355 п.о.); 
5–8 – F1lef/R1lef (ожидаемый размер фрагмента ДНК – 365 п.о.);  

9–12 – F1pag/R1pag (ожидаемый размер фрагмента ДНК – 375 п.о.);  
13–16 – F1edema/R1edema (ожидаемый размер фрагмента ДНК – 
405 п.о.). 1, 5, 9, 13 – ДНК выделена из червей на 20-й день после  

начала эксперимента; 2, 6, 10, 14 – ДНК выделена из червей на 30 -й 
день после начала эксперимента; 3, 7, 11, 15 – ДНК выделена из ис-
ходного штамма 71/12; 4, 8, 12, 16 – отрицательный контроль (вода);  

17 – маркер молекулярной массы (фрагмент ДНК 362 п.о.)


