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Одним из методов дифференциации B. anthracis от других близкородственных микроорганизмов является его чувстви-
тельность к специфическому бактериофагу γ (Гамма). Davison и соавт. установили, что рецептором для фага Гамма 
является белок BA3367, названный GamR. Целью данного исследования являлась оценка возможности использования 
гена, кодирующего белок BA3367, в качестве видоспецифического хромосомного маркера для ПЦР-дифференциации 
B. anthracis от близкородственных бацилл. Применив анализ in silico, мы выявили у B. anthracis трехнуклеотидную 
инсерцию 97AAG101, которую использовали для дизайна видоспецифических праймеров и Taq-man зонда. 
Особенностью праймеров было, во-первых, использование инсерции в качестве трех 3'-концевых нуклеотидов прямо-
го праймера и, во-вторых, введение искусственной некомплементарной замены G→С в -4 положении с 3'-конца пря-
мого праймера для повышения специфичности реакции. Сконструированные праймеры и Taq-man зонд показали 
100%-ную видоспецифичность в полимеразной цепной реакции (ПЦР) с отсутствием ложных результатов. Мы считаем, 
что ген, кодирующий белок GamR, является перспективным в качестве видоспецифического хромосомного маркера 
B. anthracis как при отдельном использовании, так и для применения в мультиплексных ПЦР-тест-системах для иден-
тификации сибиреязвенного микроба и дифференциации его от близкородственных бацилл.
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A method differentiating B. anthracis from other closely related microorganisms relies upon its γ phage susceptibility. Davison 
et al. have found the protein BA3367 designated GamR to be a receptor for the phage. The objective of the research was to 
evaluate the gene encoding BA3367 as a species-specific chromosomal marker in PCR-based differentiating B. anthracis from 
closely related bacilli. Applying the analysis in silico we identified a B. anthracis three-nucleotide insert 97AAG101 to use it then 
in designing species-specific primers and Taq-man probe. The primers featured by their (i) using the insert as three 3'-terminal 
nucleotides of the forward primer and (ii) artificial non-complementary substitution G→C in position -4 from the 3'-end of the 
forward primer to improve the reaction specificity. The primers and Taq-man probe were 100% species-specific in PCR without 
false positive results. We believe that the gen encoding the protein GamR is a candidate for a species-specific chromosomal 
marker for B. anthracis, when both applied alone and integrated into multiplex PCR test-systems to identify the anthrax microbe 
and to differentiate it from closely related bacilli.
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С ибирская язва – острое инфекционное заболевание, 
поражающее главным образом домашних и диких 

жвачных животных, а также людей. Несмотря на то что это 
заболевание представляет собой значительную проблему 
преимущественно в субсахарской Африке и в некоторых 
регионах Азии [1–3] и весьма редко встречается в большин-
стве европейских стран [4], две вспышки инфекции в Рос-
сии [3] и Швеции [5], произошедшие в 2016 г., наглядно 
демонстрируют, что даже в регионах, где это заболевание 
не фиксировалось десятилетиями, возможны его вспышки, 
приводящие к значительному экономическому ущербу, мас-
совому падежу сельскохозяйственных животных и челове-
ческим жертвам. 

Этиологическим агентом сибирской язвы является грам-
положительная спорообразующая бактерия Bacillus anthra-
cis. В связи с высокой вирулентностью B. anthracis, стабиль-
ностью эндоспор в окружающей среде и легкостью культи-
вирования эту бактерию относят к биологическим агентам, 
которые могут использоваться в качестве биологического 
оружия или инструмента биотерроризма [6, 7]. В таксономи-
ческом отношении B. anthracis является членом группы 
Bacillus cereus sensu lato, включающей также виды B. cereus, 
B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides, 
B. weihenstephanensis, вызывающих инфекции млекопитаю-
щих. Степень генетического родства между этими видами 
столь высока, что есть основания считать их фенотипи-
ческими вариантами одного вида [8]. Но при этом высокая 
патогенность присуща только виду B. anthracis, что и обус-
лавливает актуальность разработки систем быстрой и на-
дежной его индикации и дифференциации от близкород-
ственных видов. Традиционные культуральные и микробио-
логические методы исследования достаточно трудоемки и 
занимают длительное время. Значительно ускорить процесс 
индикации сибиреязвенного микроба в исследуемом мате-
риале можно, используя современные молекулярно-биоло-
гические методы, в част ности ПЦР. 

Наиболее значимой генетической особенностью B. anthra-
cis является наличие двух плазмид – рХО1 и рХО2, на кото-
рых расположены гены синтеза факторов патогенности сиби-
реязвенного микроба – трехкомпонентного токсина и поли-D-
глутаминовой капсулы соответственно. Именно эти гены 
в большинстве случаев используются в качестве мише ней. 

Однако в последние десятилетия были обнаружены штам-
мы B. cereus, обладающие pXO-подобными плазмидами, 
а также гомологами генов плазмиды pXO2 в гетерологичных 
плазмидах, что не только запутывает филогенетическую 
структуру группы B. cereus sensu lato, но также усложняет 
индикацию B. anthracis. Также описаны изоляты B. anthracis, 
лишенные плазмид [9–14], что может приводить к ложнопо-
ложительным и ложноотрицательным результатам ПЦР-
тестов, основанных на плазмидных маркерах. Очевидным 
решением проблемы индикации штаммов сибиреязвенного 
микроба с неполным плазмидным профилем, а также диф-
ференциации «типичных» штаммов B. anthracis от близко-
родственных микроорганизмов, обладающих рХО-подоб ны-
ми плазмидами, является использование ПЦР-мишеней, 
локализованных на хромосоме. В ряде исследований было 
показано, что наиболее специфичными хромосомными гена-
ми являются локусы BA5345 [5, 15], PL3 [16] и BA5357 [17].

В то же время, по данным литературы, до сих пор не про-
водились попытки использовать в качестве ПЦР-мишеней 
генетические детерминанты, потенциально обуславливаю-
щие диагностически значимые фенотипические отличия 
B. anthracis от близкородственных видов. Использование 
этих детерминант в качестве ПЦР-мишеней может не только 
обеспечить дифференциацию B. anthracis и несибиреязвен-
ных штаммов, но и позволить предсказать наличие тех или 
иных фенотипических свойств по результатам ПЦР без ис-
следования культуральных и биохимических свойств. 

Одним из методов дифференциации B. anthracis от других 
близкородственных микроорганизмов является чувстви-
тельность к фагу γ (Гамма). Почти все изоляты B. anthracis 
чувствительны к этому фагу, в то время как большинство 
штаммов B. cereus и B. thuringiensis устойчивы к нему. Фаг 
Гамма был впервые описан в 1955 г. как вариант фага W 
[18, 19]. Видоспецифичность фага Гамма обусловила инте-
рес исследователей к поиску причин такого избирательного 
действия. Наиболее очевидной причиной, которую можно 
предположить, является наличие у B. anthracis видоспеци-
фического рецептора для этого фага.

Первоначально существовали различные взгляды на хи-
мическую природу этого рецептора. Так, Lantos и Ivanovics, 
обнаружив [20], что связь с Гамма-фаговым рецептором 
была потеряна после обработки 5% трихлоруксусной кисло-
той при температуре 90°С, а затем трипсином, сделали 
вывод о том, что он, по всей видимости, является белком. 
Watanabe и Shiomi предположили, что это одно вещество 
или комбинация следующих веществ: диаминопимелиновая 
кислота (мезо-ДАПК), D-глюкозамин, D-галактозамин, 
D-ман нозамин, составляющих пептидогликан или связан-
ные с ним полисахариды, и L-лизина. Белковая природа 
рецептора была поставлена под сомнение, так как после 
обработки растворителями не наблюдалось потери способ-
ности к связыванию фага [21, 22]. Тем не менее используе-
мая ими обработка позволяет инактивировать лишь мем-
бранные белки, но не белки пептидогликана, неизвестные 
в то время.

Таким образом, были получены данные, позволяющие 
предположить, что Гамма-фаговый рецептор, по всей види-
мости, является белком, ассоциированным с пептидоглика-
новым слоем. Этот белок удалось идентифицировать лишь 
после секвенирования и аннотации геномов сибиреязвенно-
го микроба. Davison и соавт. установили, что рецептором 
для фага Гамма является белок BA3367, содержащий 
LPXTG-мотив, который с помощью сортазы А (SrtA) кова-
лентно связан с пептидными компонентами пептидогликано-
вого слоя клеточной стенки [23]. Данный белок был назван 
GamR (Гамма phage receptor).

Целью данного исследования являлась оценка возмож-
ности использования гена, кодирующего рецептор к фагу 
Гамма, в качестве видоспецифического хромосомного мар-
кера для дифференциации B. anthracis от близкородствен-
ных видов. 

Материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. В работе использовали 
130 штаммов B. anthracis и 20 штаммов близкородственных 
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бацилл (B. subtilis, B. cereus, B. thuringiensis, B. megaterium, 
B. licheniformis) из Государственной коллекции патогенных 
микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск» ФБУН «Государствен-
ный научный центр прикладной микробиологии и биотех-
нологии».

Среды и условия культивирования. Использованные 
штаммы выращивали на плотной питательной среде LB 
Broth, Miller (Luria-Bertani) (Amresco, США). 

Чувствительность к диагностическому фагу Гамма. 
Для определения чувствительности к диагностическому 
фагу «Гамма А-26» (СтавНИИПЧИ, Россия) в центр чашки с 
мик робной культурой наносили каплю бактериофага. 
Результа ты учитывали визуально через 24 ч культивирова-
ния при температуре 37°С. При положительном результате 
на месте нанесения бактериофага наблюдали полное или 
частичное отсутствие роста исследуемой культуры.

Анализ in silico. С помощью анализа in silico были про-
анализированы нуклеотидные и аминокислотные последо-
вательности 133 штаммов B. anthracis и близкородствен-
ных бацилл, доступных на информационном портале NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Поиск аналогов целевых генов про-
водился с помощью алгоритма BLAST (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi). Множественное выравнивание нуклеотид-
ных последовательностей, дизайн олигонуклеотидных 
праймеров и зондов, расчет их температур плавления, 
трансляция in silico, анализ расположения на хромосоме 
исследуемых генов и их гомологов, а также их фрагментов 
проводили с помощью пакета программ Vector NTI 10.0.1. 
(Invitrogen Corporation), филогенетический анализ прово-
дили с помощью программы MEGA 7.0 (http://www.
megasoftware.net).

Выделение нуклеиновых кислот. Препараты тотальной 
ДНК из бактериальных клеток получали с помощью набора 
реагентов GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kits (Sigma-
Aldrich, США). Все манипуляции проводили согласно ин-
струкциям производителя. 

Полимеразная цепная реакция. ПЦР проводили с по-
мощью амплификатора c оптическим ПЦР-модулем CFX96 
(Bio-Rad Laboratories, Inc, USA) с использованием «2,5-крат-
ной реакционной смеси для проведения ПЦР-РВ в присут-
ствии красителя SYBRGreenI» и «2,5-кратной реакцион-
ной смеси для проведения ПЦР-РВ» (Синтол, Россия, 
Москва). Детекцию продуктов амплификации проводили 
с использованием оптического ПЦР-модуля по каналам 
FAM/SYBR. 

При необходимости продукты реакции разделяли элек-
трофорезом в 0,7–1,8% агарозном геле («Sigma» США) 
в ТАЕ-буфере (Трис-ацетат 0,04 M, ЭДТА 0,002 M, pH 8,0), 
с последующим окрашиванием бромистым этидием 
(100 мг/л) и детекцией с использованием трансиллюминато-
ра ECX-15.L при длине волны 365 нм (VilberLourmat, 
Франция). 

Олигонуклеотидные праймеры и зонды, использующиеся 
в данной работе, были синтезированы ЗАО «Синтол» 
(г. Москва, Россия).

При проведении ПЦР использовался следующий режим 
амплификации:

95°С – 180 с – преинкубация, 
95°С – 30 с, 60°С – 30 с, 72°С – 30 с – 45 циклов. 

Результаты и обсуждение

Был проведен анализ in silico последовательностей гена, 
кодирующего белок BA3367 и его гомологи в геномах сиби-
реязвенного микроба и близкородственных микроорганиз-
мов, аннотированных в GeneBank. Множественное выравни-
вание этих последовательностей позволило выявить у всех 
проанализированных штаммов B. anthracis трехнуклеотид-
ную инсерцию 97AAG101 (рисунок). Благодаря этой особен-
ности при трансляции in silico белок BA3367 получает 
в своей последовательности дополнительный остаток глута-
миновой кислоты в 33 положении, при этом рамка считыва-
ния сохраняется.

Мы разработали пару праймеров, которая позволила нам 
успешно определять инсерцию в гене GamR. В ней прямой 
праймер имел три 3'-концевых нуклеотида, комплементар-
ных специфичной для B. anthracis инсерции. Кроме того, 
специфичность реакции была повышена за счет включения 
в последовательность прямого праймера дополнительной 
точечной дестабилизирующей замены основания на неком-
плементарное G→С в (-4) положении с 3' конца форвардного 
праймера. Такой методический подход обеспечивает успеш-
ную амплификацию ДНК B. anthracis и гарантированное от-
сутствие амплификации фрагмента ДНК несибиреязвенных 
бацилл из-за некомплементарности сразу четырех концевых 
нуклеотидов прямого праймера и невозможности гибриди-
зации [24]. Обратный праймер был комплементарен регио-
ну, не имеющему видоспецифических отличий, специфич-
ность ПЦР-реакции при этом достигается только за счет 
прямого праймера. 

Последовательность прямого праймера: 5'GCGAATACAG
TACATATTACGTTTGCTGAACAAG3', 

последовательность обратного праймера: 5'ACAAAGCGG
AAAACAACAACATCTCCAG3'.

Первичная проверка специфичности синтезированных 
прай меров осуществлялась на панели из 150 штаммов 
B. anthra cis и близкородственных бацилл с использованием 
набора «2,5-кратной реакционной смеси для проведения 
ПЦР-РВ в присутствии красителя SYBR Green I» (Синтол, 
Россия, Москва). Детекция осуществлялась по каналу  
SYBR/FAM.

Полученные результаты показали, что все исследованные 
штаммы B. anthracis дали положительную реакцию с данны-
ми праймерами. Однако ПЦР-положительными оказались 
три штамма B. thuringiensis: g7566, 214, 1373. В то же время 
при постановке реакции на чувствительность к Гамма-фагу 
эти штаммы оказались к нему нечувствительными. Подобные 
факты были описаны ранее. Например, в работе [23] ука-
зывается, что штамм B. thuringiensis 97-27 не лизируется 
фагом Гамма, но при этом, по данным электронной микро-
скопии, фаговые частицы адсорбируются на поверхности 
бактериальных клеток. Отсутствие лизиса в этом случае 
может быть объяснено различиями в последовательности 
других бактериальных белков, необходимых для взаимодей-
ствия бактерия-фаг, и/или мишеней фаговых белков, напри-
мер, лизина PlyG, способного лизировать клетки B. anthracis, 
но не B. cereus или B. thuringiensis. Известно, что использо-
вание единичных хромосомных маркеров не гарантирует 
абсолютную достоверность результатов. Например, при ис-



Использование гена, кодирующего белок GamR, в качестве видоспецифического хромосомного маркера для дифференциации 
B. anthracis от близкородственных видов

25

следовании крупной выборки штаммов из группы B. cereus 
sensu lato [25], было установлено, что почти треть геномов 
сформированы в результате горизонтального переноса 
генов, происходящего в рамках всей группы в целом, без 
ограничения видовой принадлежностью. Тем самым было 
продемонстрировано, что горизонтальный перенос генов 
значительно искажает эволюционную историю всей группы 
видов, ограничивая значимость отдельных генетических 
маркеров. Более того, авторы считают, что для всей группы 
B. cereus sensu lato характерна так называемая «сетевая 
эволюция», заключающаяся в возникновении новой фило-
генетической единицы путем слияния двух или более пред-
ковых форм, что графически лучше отражается в виде сети, 
а не традиционно используемого бифуркационного дерева. 
В диагностике следствием указанных фактов является до-
статочно заметный процент ложноположительных и ложноо-
трицательных результатов при дифференциации B. anthracis 
от близкородственных бацилл. Поэтому наиболее очевид-
ным путем повышения достоверности ПЦР-тестов является 
разработка мультиплексных ПЦР-тест-систем, использую-
щих одновременно несколько видоспецифичных марке ров, 
что позволит свести вероятность ложноположительных и 
ложноотрицательных результатов при ПЦР-индикации 
B. anthracis до пренебрежимо малых величин.

Для повышения специфичности анализа и оценки пер-
спективности использования гена gamR как мишени в муль-

типлексных ПЦР-тест системах нами был сконструирован 
флуоресцентно меченный Taq-man зонд (AGCCCCGGCCATT 
AAGCCATCAATG, FAM), после чего была проведена повтор-
ная проверка специфичности синтезированных праймеров 
совместно с зондом на той же панели из 150 штаммов 
B. anthra cis и близкородственных бацилл по каналу SYBR/
FAM. Полученные результаты продемонстрировали положи-
тельную ПЦР у всех 130 штаммов B. anthracis и отрицатель-
ную реакцию у всех двадцати штаммов близкородственных 
бацилл. Таким образом, использование Taq-man зонда 
позво лило полностью исключить ложноположительные 
резуль таты. 

Заключение

Анализ in silico последовательностей гена, кодирующего 
белок GamR (BA3367), позволил выявить у B. anthracis трех-
нуклеотидную инсерцию 97AAG101, использованную нами 
для дальнейшего дизайна видоспецифических праймеров. 
Особенностью дизайна было то, что в качестве прямого 
праймера использовали нуклеотид, комплементарный 
облас ти ДНК рядом с инсерцией, причем три 3'-концевых 
нукле отида были комплементарны инсерции в гене рецепто-
ра фага Гамма B. anthracis. Специфичность ПЦР увеличили 
введением искусственной некомплементарной замены G→С 
в (-4) положении с 3'-конца прямого праймера. Для дальней-

Рисунок. Фрагмент множественного выравнивания последовательностей гена BA3367. Выделенный рамкой фрагмент содержит 
видоспецифическую для B. anthracis трехнуклеотидную инсерцию.
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шего повышения специфичности реакции был сконструиро-
ван флуоресцентно меченный Taq-man зонд. Результатом 
использования данной пары праймеров совместно с Taq-man 
зондом стала 100%-ная видоспецифичность ПЦР с отсут-
ствием ложных результатов. Таким образом, регион рецеп-
тора фага Гамма является перспективным в качестве видо-
специфического хромосомного маркера B. anthracis как при 
отдельном использовании, так и для применения в мульти-
плексных ПЦР-тест-системах для идентификации сибиреяз-
венного микроба и дифференциации его от близкородствен-
ных бацилл. 

В настоящее время техническое оснащение большин-
ства отечественных клинико-диагностических и научно-
исследо вательских лабораторий позволяет проводить ПЦР 
с учетом результатов в реальном времени одновременно 
по нескольким оптическим каналам. Поэтому разработка 
мультиплексных ПЦР-тест-систем, использующих одновре-
менно несколько видоспецифических маркеров, является 
одним из наиболее логичных путей повышения достовер-
ности ПЦР-тестов. Этот подход позволяет значительно, 
практически до нуля, снизить вероятность ошибки диагно-
стики и в то же время лишь незначительно увеличивает 
стоимость анализа. 

Работа выполнена в рамках отраслевой программы 
Роспотребнадзора. 
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Н О В О С Т И  Н А У К И

Бактерии, устойчивые к спиртосодержащим дезинфектантам,  
обладают повышенной антибиотикорезистентностью

  
Алкогольсодержащие дезинфектанты предотвратили тысячи смертей от мети-

циллинрезистентного золотистого стафилококка, но оказались неэффективными 
против некоторых супербактерий. Исследователи во всем мире отмечают, что 
бактерии теперь намного лучше выживают в стерилизованных средах и продолжа-
ют вызывать инфекции. Если эта тенденция сохранится, больницы больше не 
смогут использовать эти дезинфектанты для предотвращения заражения пожилых 
людей и тех, кто слишком болен, чтобы бороться с инфекцией. С середины 
2000-х гг. в больницах для стерилизации рук использовали спиртосодержащий 
гель, и риск серьезных инфекций постоянно снижался. Однако обнаружилось по-
степенное увеличение случаев ванкомицин-резистентных энтерококков. Энте ро-

кокки являются пятой по значению причиной сепсиса в Европе и составляют 10% случаев госпитальной инфекции (бакте-
риемии) во всем мире. Кроме того, устойчивость к ванкомицину является серьезной проблемой, так как это один из немно-
гих антибиотиков, который можно использовать для лечения бактерий с более сложными клеточными стенками, которые 
известны как грамположительные, такие как E. coli и энтерококки. Бактерии могут также распространять резистентные гены 
между видами, и распространение одного устойчивого вида может способствовать осложнению лечения других инфекций.

Superbug warning as bacteria resist strong alcohol hand sanitisers, study finds 
The Independent [WWW Document], n.d. URL https://www.independent.co.uk/news/health/hand-sanitiser-bacteria-superbug-

infection-alcohol-disinfectant-antibiotic-resistance-a8473101.html (accessed 10.3.18).
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