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Bacillus anthracis – грамположительная спорообразующая бактерия, способная вызывать сибирскую язву, особо опас-
ное заболевание теплокровных животных. Индикация B. anthracis и дифференциация этого патогена от близкород-
ственных бацилл зачастую осложняется высокой степенью их родства, что приводит к схожести генетических и фено-
типических признаков. В данной работе мы предлагаем набор олигонуклеотидных праймеров и TaqMan-зондов для 
детекции трех видоспецифических для B. anthracis хромосомных локусов в мультиплексной полимеразной цепной 
реакции. Предлагаемый набор олигонуклеотидов позволяет с высокой степенью достоверности идентифицировать 
B.  anthracis без оглядки на плазмидный профиль штамма и дифференцировать B. anthracis от близкородственных 
микроорганизмов, даже обладающих атипичными генетическими свойствами.
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Bacillus anthracis is a Gram-positive spore-forming bacterium capable of causing anthrax, a particularly dangerous disease of 
warm-blooded animals. The indication of B. anthracis is often complicated by the hight genetic similarity between B. anthracis 
and some closely related Bacillus species. In present work, we propose a set of oligonucleotide primers and Taq-man probes 
intended for simultaneous detection of three hight-specific for B. anthracis chromosomal loci in multiplex PCR. The proposed 
set of oligonucleotides makes it possible to identify B. anthracis with a high degree of certainty without regard to the plasmid 
profile of the strain and to differentiate B. anthracis from closely related microorganisms, even those with atypical genetic 
properties.
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С ибирская язва – особо опасное заболевание животных 
и человека, вызываемое грамположительной споро- 

образующей бактерией Bacillus anthracis. Главным образом 
оно распространено среди копытных млекопитающих, но 
может поражать и других теплокровных животных, в том 
числе и человека. В настоящее время сибирская язва редка 
в большинстве развитых стран [1] и представляет собой про-
блему преимущественно для субсахарской Африки и некото-
рых регионов Азии [2–4]. Но еще недавно, вплоть до разра-
ботки противосибиреязвенных вакцин, внедрения массовой 
вакцинации сельскохозяйственных животных и контактиру-
ющих с ними людей и санитарно-эпидемиологических пра-
вил по предотвращению распространения заболеваний, эта 
болезнь была широко распространена по всему цивилизо-
ванному миру, как минимум в регионах, где практикуют 
крупностадное скотоводство.

Благодаря высокой сохранности эндоспор B. anthracis в 
почве старые почвенные очаги (места гибели животных от 
сибирской язвы и места их захоронения) могут представ-
лять эпидемическую опасность даже спустя многие десяти-
летия. Они могут активизироваться вследствие тех или 
иных геологических и климатических процессов – локально-
го потепления, движения почвы, подъема грунтовых вод  – 
или же при ошибках санитарного надзора, таких как отмена 
вакцинации сельскохозяйственных животных. Благодаря 
этому вспышки сибирской язвы время от времени происхо-
дят даже в развитых странах, в регионах, где это заболева-
ние не встречалось десятилетиями [4–6]. Поэтому вопрос 
быстрой и точной диагностики сибирской язвы и идентифи-
кации B. anthracis в клинических и полевых образцах оста-
ется актуальным и для благополучных по сибирской язве 
стран. Но идентификация этого микроорганизма во многом 
затрудняется его таксономическим положением. B. anthracis 
является членом группы Bacillus cereus sensu lato или 
Bacillus cereus complex, которая также включает другие 
виды бацилл: B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, 
B.  pseudomycoides, B. weihenstephanensis. Ключевая осо-
бенность этой группы видов – очень высокая степень гене-
тической близости между ними, которая позволяет считать 
их генетическими вариантами одного вида [7]. Кроме того, 
высокое генетическое сходство облегчает горизонтальную 
передачу генов в рамках всей группы, даже через межвидо-
вой барьер. По результатам некоторых исследований [8], 
более четверти исследованных геномов B. cereus sensu lato 
несут следы межвидового горизонтального переноса 
генов – фрагменты ДНК близкородственных микроорганиз-
мов. Генетическая схожесть видов B. cereus sensu lato и 
высокий шанс присутствия в геноме тестируемого штамма 
генов другого вида затрудняет индикацию отдельных видов 
из этой группы и дифференциацию видов между собой как 
молекулярно-генетическими, так и традиционными 
культурально-микробиологическими методами. Но все же, 
несмотря на указанные сложности, к настоящему моменту 
разработан ряд методов индикации B. anthracis. Из них наи-
больший интерес для практического применения представ-
ляет идентификация методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР), так как этот метод высокочувствительный, бы-
стрый и, что немаловажно, не требует работы с живыми 
культурами возбудителей, что позволяет проводить анализ 

даже лабораториям, не оборудованным для работы с пато-
генными микроорганизмами.

Большинство разработанных, лицензированных и ком-
мерчески доступных ПЦР-тест-систем для идентификации 
сибиреязвенного микроба используют в качестве генов-
мишеней уникальные маркеры, кодирующие сибиреязвен-
ный токсин и капсулу и локализованные на плазмидах виру-
лентности pXO1 и pXO2 соответственно. Эти плазмиды 
считаются видоспецифичными для B. anthracis, именно бла-
годаря им B. anthracis способен вызывать сибирскую язву, и 
их наличие в исследуемом материале однозначно сигнали-
зирует о присутствии эпидемически значимого штамма, без 
оглядки на особенности его таксономического положения, 
чего более чем достаточно для нужд клинической диагно-
стики.

Но существуют изоляты B. anthracis, утерявшие эти плаз-
миды [9–14]. В частности, B. anthracis теряет плазмиды при 
развитии в почве [15]. В этом случае утеря плазмид только 
частью популяции в пределах одного почвенного очага при 
использовании ПЦР-тестов, нацеленных на выявление плаз-
мидных маркеров, может привести к ложноотрицательным 
результатам анализа на B. anthracis. Но при этом в почвен-
ном очаге, из которого была отобрана анализируемая 
проба, могут сохраняться клетки, сохранившие исходный 
плазмидный профиль и, соответственно, вирулентность. И 
это может привести к вспышке заболевания при вовлечении 
данного очага, признанного по результатам исследований 
эпидемиологически безопасным, в сферу хозяйственной 
деятельности [9, 16].

Кроме того, существуют штаммы B. cereus, обладающие 
pXO-подобными плазмидами, или гомологами генов плаз-
миды pXO2 в гетерологичных плазмидах [10]. Очевидно, что 
такие штаммы по результатам ПЦР-анализа наличия плаз-
мид рХО1 и рХО2 могут быть отнесены к виду B. anthracis, 
несмотря на несопоставимо меньшую эпидемическую опас-
ность, как минимум для людей и сельскохозяйственных жи-
вотных.

Таким образом, несмотря на всю привлекательность идеи 
использования в качества ПЦР-мишеней плазмид рХО1 и 
рХО2, этот подход может оказаться недостаточным, особен-
но когда речь идет не о клинической диагностике, а об ис-
следовании почвенных образцов или микроорганизмов с 
нетипичным плазмидным профилем и/или спорным таксоно-
мическим положением. В этих случаях исследователи вы-
нуждены использовать хромосомные ПЦР-маркеры. 

В целом ряде исследований в качестве хромосомных ми-
шеней для ПЦР-детекции сибиреязвенного микроба приме-
нялись ДНК-маркеры, используемые для генотипирования 
B. anthracis, например тандемный повтор vrrA [17–19], ген 
AC-390 [20] и локус SG-850/749 [21], локусы BA813 [22–29], 
BA5510 [30], гены bclB [31], sap [32], saspB [33, 34] и sspE [35, 
36], гены спорового белка B-типа (smallacid-solublespo
reprotein – SASP), белка гликозилтрансферазной группы [37, 
38], гомолога абгидролазы [24], профаговые регионы [23] – 
BA5345 [39], BA5357 [40] и PL3 [41], видоспецифичные одно-
нуклеотидные замены (SNP) в маркерах, общих для всех или 
нескольких видов из группы B. cereus sensu lato, например 
SNP в генах rpoB [22, 42–45], gyrA [46–48], gyrB [49, 50], plcR 
[51, 52], purA [53], а также некоторые регионы рибосомаль-
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ной ДНК [21, 54, 55] и другие мишени. Но в этом случае при-
ходится сталкиваться с упомянутыми выше генетической 
мономорфностью B. cereus sensu lato и легкостью горизон-
тального генетического переноса в рамках этой группы, за-
трудняющими дифференциацию отдельных видов в рамках 
всей группы. В этой ситуации для повышения достоверности 
результатов ПЦР-анализа можно использовать два подхода: 
1) использование ПЦР-мишеней с наименьшей вероятно-
стью ложноположительных и ложноотрицательных результа-
тов, то есть наибольшей видоспецифичностью; 2) использо-
вание нескольких ПЦР-мишеней для их одновременной де-
текции в одной мультиплексной реакции. Лучшим решением 
является объединение этих двух подходов, то есть одновре-
менное детектирование нескольких высокоспецифичных 
ПЦР-мишеней.

Цель данной работы  – представить результаты разра-
ботки и испытания мультиплексной ПЦР-тест-системы для 
выявления сибиреязвенного микроба и его дифференциа-
ции от близкородственных бацилл, включающей три хромо-
сомных маркера с высокой специфичностью.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы. В работе использовано 
130 штаммов B. anthracis и 20 штаммов близкородственных 
микроорганизмов  – 10 штаммов B. cereus, 2 штамма 
B.  cereus bv. anthracoid, 1 штамм B. licheniformis, 1 штамм 
B. megaterium, 3 штамма B. subtilis, 3 штамма B. thuringiensis 
(табл. 1).

Среды и условия культивирования. Бациллярные штам-
мы выращивали при температуре 37°С на плотной питатель-
ной среде LB Broth; Miller (Luria-Bertani) (Amresco, США). 

Анализ in silico. Поиск нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей проводили с использованием баз дан-
ных, доступных на информационном портале NCBI (www.
ncbi.nlm.nih.gov). Поиск аналогов целевых генов проводился 
с помощью алгоритма BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi). Множественное выравнивание нуклеотидных по-
следовательностей, 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 проводились с 
помощью пакета программ Vector NTI 10.0.1. (Invitrogen 
Corporation). Для анализа in silico было использовано 133 ан-
нотированных генома бациллярных штаммов, депонирован-
ных в GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Выделение нуклеиновых кислот. Препараты тотальной 
ДНК из бактерий получали с помощью набора реагентов 
GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kits (Sigma-Aldrich, США). 
Все манипуляции проводились согласно инструкциям произ-
водителя. 

Полимеразная цепная реакция. ПЦР проводили с помо-
щью 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 SYBR Green I» и «2,5-кратной реакционной 
смеси для проведения ПЦР-РВ» (Синтол, Россия, Москва). 

Состав реакционной смеси: «2,5-кратная реакционная 
смесь для проведения ПЦР-РВ в присутствии красителя 

SYBR Green I» или «2,5-кратная реакционная смесь для про-
ведения ПЦР-РВ» – 10 мкл, 25мМ раствор МgCl2 – 2,5 мкл, 
праймеры  – по 10 пкМоль, ТaqMan-зонды  – по 5 пкМоль, 
Н2О – до 25 мкл.

Детекцию продуктов амплификации проводили по кана-
лам FAM/SYBR, HEX, ROX. Положительным результатом 
анализа считали пробы, которые детектировались до 35-го 
цикла. Оптимизацию температурного профиля реакции про-
водили с использованием температурного градиента на 
стадии гибридизации, с шагом 1°С. Оптимальной темпера-
турой считали ту, при которой кривые амплификации на 
стадии экспоненциального нарастания сигнала в большей 
степени приближались к идеальной кривой, описываемой 
уравнением Nn = N02n,

где n  – номер цикла реакции; N0  – количество целевых 
молекул в начале реакции (на первом цикле); Nn – количе-
ство продуктов реакции на цикле n; 2  – коэффициент эф-
фективности идеальной ПЦР, отражающий удвоение коли-
чества продуктов реакции в каждом последующем цикле. 

Оптимальный режим амплификации для индивидуальных 
ПЦР: 95°С – 5 мин; 35 циклов: 95°С – 30 с, 60°С – 30 с, 72°С – 
30 с, считывание флуоресценции по каналу SYBR.

Оптимальный режим амплификации для мультиплексной 
ПЦР: 95°С – 5 мин; 35 циклов: 95°С – 30 с, 67°С – 30 с, счи-
тывание флуоресценции по каналам FAM, ROX, HEX.

При необходимости продукты реакции разделяли элек-
трофорезом в 1,5%-м агарозном геле («Sigma» США) в 
1хТАЕ-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 трансиллюминатора ECX-
15.L при длине волны 365 нм (Vilber Lourmat, Франция). 

Олигонуклеотидные праймеры и зонды (табл. 2, 3) были 
синтезированы ЗАО «Синтол» (Москва, Россия).

Результаты и обсуждение

Подбор ПЦР-мишеней
Первым этапом работы являлся выбор генов-мишеней, 

наиболее видоспецифичных для B. anthracis. Современные 
аппаратные платформы для ПЦР в реальном времени по-
зволяют проводить учет по нескольким оптическим каналам 
и тем самым дают возможность детектировать в одной муль-
типлексной реакции несколько мишеней одновременно. Но 
при этом, хотя на рынке широко представлены амплифика-
торы, позволяющие детектировать флуоресценцию по 5 и 
даже 6 оптическим каналам, для некоторых распространен-
ных амплификаторов (например, «LightCycler 96» производ-
ства Roche, Швейцария) количество одновременно считы-
ваемых каналов ограничено четырьмя. Кроме того, при 
разработке прототипа ПЦР-тест-системы один из каналов 
желательно использовать не для детекции специфической 
мишени, а для постановки внутреннего контроля (обычно 
для этого вносят в реакционную смесь ДНК-матрицу, него-
мологичную целевым мишеням, и комплементарные этой 
матрице олигонуклеотиды  – праймеры и флуоресцентно 
меченный зонд, наличие сигнала по соответствующему ка-
налу свидетельствует о работоспособности ПЦР-смеси даже 
при отсутствии амплификации целевых локусов). Поэтому, 
имея в виду возможность работы на 4-канальных амплифи-
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Таблица 1. Штаммы, использованные в работе

№ п/п Вид Штамм № п/п Вид Штамм № п/п Вид Штамм

1 B. anthracis 24 51 B. anthracis 157(В-1107) 101 B. anthracis 71/12

2 B. anthracis 30 52 B. anthracis 174(3v) 102 B. anthracis 73/42

3 B. anthracis 41 53 B. anthracis 174ст(3-706) 103 B. anthracis 737/10

4 B. anthracis 42 54 B. anthracis 17JB 104 B. anthracis 8(2099)

5 B. anthracis 44 55 B. anthracis 191(11-51) 105 B. anthracis 81(638)

6 B. anthracis 63 56 B. anthracis 193(11-52) 106 B. anthracis 81/1

7 B. anthracis 228 57 B. anthracis 219/6 107 B. anthracis 819/5

8 B. anthracis 357 58 B. anthracis 25/71 108 B. anthracis 820/11

9 B. anthracis 358 59 B. anthracis 272/103-Д 109 B. anthracis 822/7

10 B. anthracis 1173 60 B. anthracis 28/83 110 B. anthracis 827/43

11 B. anthracis 1175 61 B. anthracis 283/3002 111 B. anthracis 837/1922

12 B. anthracis 1177 62 B. anthracis 298/22 112 B. anthracis 888/73

13 B. anthracis 1179 63 B. anthracis 300/31 113 B. anthracis 914/213

14 B. anthracis 1183 64 B. anthracis 331/214 114 B. anthracis 940/16

15 B. anthracis 1184 65 B. anthracis 34(738) 115 B. anthracis M164

16 B. anthracis 1187 66 B. anthracis 34F2 (Sterne) 116 B. anthracis А-2/3.54

17 B. anthracis 1189 67 B. anthracis 35(1529) 117 B. anthracis А-204

18 B. anthracis 1191 68 B. anthracis 367/17 118 B. anthracis А-205

19 B. anthracis 1198 69 B. anthracis 388/1 119 B. anthracis А-206

20 B. anthracis 1199 70 B. anthracis 401/109 120 B. anthracis А-211

21 B. anthracis 1207 71 B. anthracis 427/618 121 B. anthracis И-271

22 B. anthracis 1214 72 B. anthracis 46/27 122 B. anthracis И-29

23 B. anthracis 1259 73 B. anthracis 47/28 123 B. anthracis И-362

24 B. anthracis 1261 74 B. anthracis 48/29 124 B. anthracis И-363

25 B. anthracis 1264 75 B. anthracis 49/30 125 B. anthracis И-364

26 B. anthracis 1265 76 B. anthracis 5(Тула) 126 B. anthracis И-366

27 B. anthracis 1266 77 B. anthracis 50/31 127 B. anthracis М-29(М-1)

28 B. anthracis 1269 78 B. anthracis 513/1 128 B. anthracis М-71-R

29 B. anthracis 1273 79 B. anthracis 52/33 129 B. anthracis М-71-S

30 B. anthracis 1284 80 B. anthracis 531/17 130 B. anthracis СТИ-1

31 B. anthracis 1286 81 B. anthracis 537/38 131 B. cereus 55

32 B. anthracis 1298 82 B. anthracis 54(Ч-7) 132 B. cereus 56

33 B. anthracis 8189 83 B. anthracis 542/151 133 B. cereus 57

34 B. anthracis 05.янв 84 B. anthracis 546/714 134 B. cereus 164

35 B. anthracis 53169 85 B. anthracis 555/288 135 B. cereus 1070

36 B. anthracis 53170 86 B. anthracis 560/258 136 B. cereus 5832

37 B. anthracis 1(#14) 87 B. anthracis 566/762 137 B. cereus 9634

38 B. anthracis 1(СО) 88 B. anthracis 57/25(СТ-57) 138 B. cereus 10702

39 B. anthracis 10(38 Калуга) 89 B. anthracis 57/38 139 B. cereus 504 (B-1447)

40 B. anthracis 1020/11 90 B. anthracis 582/532 140 B. cereus bv. anthracoid 212

41 B. anthracis 1020/213 91 B. anthracis 589/47 141 B. cereus bv. anthracoid 6691

42 B. anthracis 1038/311 92 B. anthracis 592/10 142 B. cereus bv. anthracoid Dakkar

43 B. anthracis 1051(35) 93 B. anthracis 596/9 143 B. licheniformis B-1411

44 B. anthracis 1055/38 94 B. anthracis 61(1017) 144 B. megaterium B-1435

45 B. anthracis 1056/51 95 B. anthracis 611/76-91 145 B. subtilis 168

46 B. anthracis 11(1940) 96 B. anthracis 614/1 146 B. subtilis B-1405

47 B. anthracis 1168/6-102 97 B. anthracis 63/112 147 B. subtilis niger

48 B. anthracis 13/39 98 B. anthracis 644/268 148 B. thuringiensis 214

49 B. anthracis 15(1345) 99 B. anthracis 68/12 149 B. thuringiensis 1373

50 B. anthracis 15/47 100 B. anthracis 7(992) 150 B. thuringiensis g7566
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каторах и необходимость зарезервировать один канал из 
четырех для внутреннего контроля амплификации, мы вы-
нуждены ограничиться лишь тремя ПЦР-мишенями. Столь 
небольшое число мишеней только подчеркивает необходи-
мость выбора в их качестве наиболее видоспецифических 
для B. anthracis локусов. 

Мы далеко не первые, кто поставил перед собой подоб-
ную задачу, поэтому у нас была возможность учесть резуль-
таты, полученные другими исследователями. Например, до-
статочно полный анализ специфичности хромосомных не-
однонуклеотидных маркеров был проведен в работе Agren J. 
et al. [56], авторами которой было выявлено, что из широкого 
спектра потенциальных ПЦР-мишеней лишь профаговые 
локусы BA5345 [39, 57], PL3 [41] и BA5357 [40] обладали не-
обходимой специфичностью. Последовательности прайме-
ров/зондов к указанным локусам показали идеальную гомо-
логию со всеми геномами B. anthracis и низкий уровень го-
мологии с геномами B. thuringiensis и B. cereus, включая 
штаммы, филогенетически тесно связанные с B. anthracis. 
Из однонуклеотидных маркеров только нонсенс-мутация 
(640G→T) глобального регулятора транскрипции факторов 
вирулентности plcR оказалась видоспецифичной для 
B. anthracis [51]. Исходя из результатов этих работ, мы вы-
брали первыми двумя ПЦР-мишенями профаговый регион 
BA5345 и ген plcR. В качестве третьей мишени мы выбрали 
ген белка-рецептора диагностического фага Gamma, пред-
ложенный нами ранее для ПЦР-идентификации сибиреяз-
венного микроба и показавший достаточно высокую специ-
фичность [58].

Профаговый регион Ba5357. Проведенный нами BLAST-
анализ показал, что в геномах близкородственных бацилл 
данный локус или даже сколько-либо протяженные участки 
с аналогичными последовательностями отсутствуют. Это 
дало нам возможность сконструировать пару видоспеци-
фичных для B. anthracis праймеров и флуоресцентно мечен-
ный зонд, комплементарные данному локусу, указанные в 
табл. 2, 3. 

Регулятор транскрипции PlcR. Экспрессия многих генов 
у B. cereus и B. thuringiensis, в том числе их факторов пато-
генности, находится под контролем регулятора транскрип-
ции PlcR [59]. У B. anthracis PlcR инактивирован в результа-
те мутации 640G→T гена plcR, приводящей к замене трипле-
та GAA на стоп-кодон TAA [60]. Хоть эта мутация и видоспе-
цифична, использование ее в качестве ПЦР-мишени не 
распространено, в первую очередь из-за технических слож-

ностей, возникающих при детекции однонуклеотидных 
замен. Действительно, некомплементарность лишь одного 
нуклеотида обычно недостаточно снижает эффективность 
гибридизации олигонуклеотида с матрицей и эффектив-
ность последующей амплификации. Поэтому зачастую для 
детекции SNP используют конкурентную ПЦР, при которой 
за связывание с матрицей, содержащей SNP конкурируют 
два олигонуклеотида, 3’-концевой нуклеотид которых ком-
плементарен одному из аллельных состояний SNP. Для 
определения того, с каким из этих олигонуклеотидов более 
эффективно происходит гибридизация матричной ДНК, то 
есть какая аллель в ней присутствует, эти олигонуклеотиды 
метят, например, разными флуоресцентными метками, или 
один из них метят GC-богатой последовательностью на 5’-
конце, и определяют сравнительную эффективность вклю-
чения этих двух олигонуклеотидов в ПЦР по соответствую-
щему оптическому каналу амплификатора или по кривым 
плавления продукта амплификации. В любом случае такой 
подход для детекции однонуклеотидной замены не позволя-
ет использовать ее как мишень для мультиплексной ПЦР. 
Для того, чтобы обойти это ограничение, мы сконструирова-
ли прямой праймер, 3’-концевой нуклеотид которого ком-
плементарен видоспецифичной для B. anthracis мутации и в 
последовательность которого мы дополнительно ввели ис-
кусственную замену А→С в -3-положении с 3’-конца, неком-
плементарную ни одному из аллелей гена plcR, доступных в 
GenBank, в расчете на то, что некомплементарные нуклео-
тиды в положениях 1 и 3 с 3’-конца праймера помешают 
Taq-полимеразе эффективно связаться с димером праймер-
матрицы и начать элонгацию [61] в случае, когда матрицей 
выступает ДНК неантрацидных видов бацилл. Для повыше-
ния расчетной температуры отжига праймера были замене-
ны два 5’-концевых нуклеотида с AA на GC. В итоге прямой 
видоспецифический праймер имел последовательность 
GCGCATTATACTTGGACAATCAATACGCAT. Обратный прай-
мер и зонд не имели в последовательности видоспецифиче-
ских участков (табл. 2, 3).

Рецептор фага Gamma. Чувствительность к фагу γ 
(Gamma) является одним из методов дифференциации 
B. anthracis от других близкородственных микроорганизмов. 
Davison et al. установили, что рецептором для фага Gamma 
является белок BA3367, содержащий LPXTG-мотив, который 
с помощью сортазы А (SrtA) ковалентно связан с пептидными 
компонентами пептидогликанового слоя клеточной стенки 
[62]. Проведенное нами множественное выравнивание после-

Таблица 2. Последовательности праймеров

Ген-мишень Последовательность прямого праймера 5’→3’ Последовательность обратного праймера 5’→3’

γ Phage Receptor GCGAATACAGTACATATTACGTTTGCTGAACAAG ACAAAGCGGAAAACAACAACATCTCCAG

Ba 5357 CACCCCAGCGGAACATGGG GTAGTCACGCCATGACTTGATGTGATG

PlcR GCGCATTATACTTGGACAATCAATACGCAT CGAAAAAGAAGTAAGCTTTTTCGTAAGCATC

Таблица 3. Последовательности зондов

Ген-мишень Последовательность зонда 5’→3’ Флуоресцентная метка

γ Phage Receptor AGCCCCGGCCATTAAGCCATCAATG FAM

Ba 5357 TGTCATTGACCGAGACGCTGGGCA ROX

PlcR TCTGCTCTATCACACTCTAGCTTTTCTAGGCATTCAACT HEX
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довательностей гена, кодирующего белок BA3367, и его го-
мологов выявило у всех штаммов B. anthracis трех нуклеотид-
ную инсерцию 97AAG101. Благодаря этой особенности при 
трансляции in silico белок BA3367 получает в своей последо-
вательности дополнительный остаток глутаминовой кислоты 
в положении 33, рамка считывания сохраняется [58].

Данная инсерция является удобной ПЦР-мишенью. Нами 
был сконструирован прямой праймер, три 3’-концевые ну-
клеотида, которые комплементарны выявленной инсерции. 
Дополнительно для повышения специфичности была введе-
на искусственная некомплементарная замена G→С в поло-
жении 4 с 3’-конца. Таким образом, этот праймер, даже ги-
бридизируясь с ДНК неантрацидных бацилл, не сможет 
стать точкой начала элонгации для Taq-полимеразы из-за 
некомплементарности сразу четырех 3’-концевых нуклеоти-
дов [61]. Обратный праймер и зонд были комплементарны 
региону, не имеющему видоспецифических отличий, специ-
фичность ПЦР-реакции при этом должна достигаться только 
за счет одного праймера. 

Проверка специфичности разработанных 
олигонуклеотидов

Специфичность сконструированных олигонуклеотидов 
проверялась двухэтапно. На первом этапе на тестовой пане-
ли штаммов (табл. 1) проверялись только праймеры к каж-
дому локусу, попарно, в индивидуальных реакциях с учетом 
результатов ПЦР по кривой флуоресценции с использовани-
ем интеркалирующего красителя SYBR Green и последую-
щим электрофоретическим разделением продуктов реак-
ции. По результатам этого этапа испытаний: 1) праймеры к 
Ba5357 абсолютно специфичны, ложноположительных и 
ложноотрицательных результатов ПЦР не было зарегистри-
ровано; 2) праймеры к plcR срабатывают положительно на 
всех исследованных штаммах B. anthracis. Из близкород-
ственных бацилл ПЦР-положительным оказался единствен-
ный штамм B. cereus 164; 3) праймеры к BA3367 (рецептор 
фага Gamma) срабатывают положительно на ДНК всех ис-
следованных штаммах B. anthracis, но также и на ДНК трех 
штаммов B. thuringiensis. Таким образом, из 150 тест-
штаммов для 4 мы получили ложный результат определения 
видовой принадлежности, при этом ложноположительный 
результат наблюдался для каждого такого штамма по ре-
зультатам лишь одной реакции из трех. 

На следующем этапе проверка специфичности проводи-
лась в мультиплексой реакции, когда реакционная смесь 
содержала праймеры и зонды ко всем трем локусам (табл. 3). 
Четвертый канал (Cy5) остался неиспользованным, в даль-
нейшем его можно использовать для детекции результатов 
амплификации внутреннего контрольного образца. 

Все штаммы B. anthracis были ПЦР-положительными по 
всем трем использованным каналам. Количество ложнопо-
ложительных ответов с ДНК неантрацидных бацилл умень-
шилось. 

Так, не регистрировались положительные сигналы по ка-
налу FAM, по которому считывался результат амплификации 
с праймерами и зондами к локусу BA3367 (рецептор фага 
Gamma) в реакциях с ДНК B. thuringiensis. В то же время мы 
регистрировали положительный сигнал по каналу HEX (ви-

доспецифическая мутация в гене plcR) в реакции с ДНК 
B. cereus 164. По всей видимости, в случае с праймерами к 
BA3367 мы имеем дело с неполной комплементарностью 
3’-концевого региона праймера матрице ДНК B. thuringiensis, 
которая, даже снижая эффективность индивидуальной ПЦР, 
не приводит к полной остановке реакции. В условиях муль-
типлексной ПЦР повышение концентрации олигонуклеоти-
дов (в нашем случае в 3,75 раза) при сохранении концентра-
ций других компонентов реакционной смеси приводит к из-
менению параметров гибридизации олигонуклеотидов с ма-
тричной ДНК и между собой, а также к возникновению кон-
куренции индивидуальных ПЦР за связывание димеров 
праймер-матричной ДНК с полимеразой и за доступные 
dNTP. Эти факторы в совокупности могут снижать эффек-
тивность каждой из индивидуальных реакций в мультиплек-
се и, в результате, приводить к полному ингибированию ре-
акции при неполной комплементарности праймера и матри-
цы, в нашем случае – видоспецифического праймера к ре-
цептору фага Gamma и ДНК B. thuringiensis. Что касается 
сохранения положительного результата в реакции с прайме-
рами к plcR и ДНК B. cereus 164 даже в условиях мульти-
плексной реакции, то это, скорее всего, говорит о наличии у 
штамма 164 мутации в данном гене, идентичной мутации у 
B. anthracis. Учитывая указанную выше генетическую моно-
морфность группы видов B. cereus sensu lato и распростра-
ненность горизонтального генетического переноса в рамках 
этой группы, этот факт не выглядит невозможным. Более 
того, положительный результат ПЦР с использованием прай-
меров к генетической мишени, которая считается высоко-
специфичной для B. anthracis [20], только подчеркивает важ-
ность использования в генодиагностике сибиреязвенного 
микроба более чем одного локуса-мишени, будь то в инди-
видуальных или же в мультиплексных ПЦР. 

Не получив на исследуемой выборке из 150 штаммов 
(табл. 1) ложноотрицательных результатов и получив ложно-
положительный результат лишь для одного штамма по одно-
му из трех оптических каналов, мы можем сделать вывод, 
что положительный результат, фиксируемый в предлагае-
мой нами мультиплексной ПЦР по всем трем оптическим 
каналам, говорит о принадлежности исследуемого штамма 
к B. anthracis, а положительный результат по одному каналу 
говорит о принадлежности штамма к неантрацидным бацил-
лам. В то же время мы не можем четко регламентировать 
интерпретацию результатов в гипотетических спорных слу-
чаях, таких как положительный результат по двум каналам 
из трех. Но, пусть даже несколько спекулятивно экстраполи-
руя наши результаты, мы можем утверждать, что исследуе-
мый штамм в такой ситуации можно если и не отнести безо-
говорочно к B. anthracis, то счесть атипичным штаммом 
группы видов B. cereus sensu lato, который требует более 
полного изучения с использованием широкого спектра гене-
тических и фенотипических методов определения его видо-
вой принадлежности и эпидемической опасности. 

Заключение

Таким образом, нами был разработан набор олигонуклео-
тидов, являющийся прототипом мультиплексной ПЦР-тест-
системы для дифференциации сибиреязвенного микроба от 
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близкородственных бацилл. Использование в качестве ПЦР-
мишеней только хромосомных маркеров позволяет досто-
верно идентифицировать бесплазмидные изоляты B. anthacis, 
что достаточно важно при анализе штаммов, выделяемых из 
старых почвенных очагов, либо штаммов, утерявших плаз-
миды в процессе культивирования и множественных пересе-
вов на питательных средах в лабораторных условиях, а 
также нетипичных штаммов B. anthacis, обладающих РХО-
подобными плазмидами. Использование сразу трех ПЦР-
мишеней, две из которых на данный момент признаны наи-
более видоспецифичными для B. anthacis, позволяет снизить 
риск ложноположительных и ложноотрицательных результа-
тов до минимума даже в гипотетическом случае определения 
видовой принадлежности атипичных штаммов B. cereus 
sensu lato. Несмотря на некоторую избыточность предлагае-
мого нами набора олигонуклеотидов для нужд клинической 
диагностики и невозможность определения с его помощью 
плазмидного профиля штамма, важного для медицины и ве-
теринарии, он может оказаться небесполезным для лабора-
торий, занимающихся коллекционной деятельностью и изу-
чающих экологию и эпидемиологию патогенных бацилл, в 
том числе и B. anthacis, в полевых условиях.
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Бактерии и человеческая ДНК на рисунках Леонардо да Винчи 

Команда ученых из Австрии и Италии посредством геном-
ного подхода Nanopore обнаружила, что на работах худож-
ника преобладают сообщества бактерий Gammaproteobacteria 
отряда Pseudomonadales. По-видимому, часть микроорга-
низмов была занесена реставраторами, а часть – очень 
давно мухами. Обнаружено также большое количество че-
ловеческой ДНК. 

Обнаруженные микроорганизмы не связаны с их геогра-
фическим происхождением (Корсинская библиотека Рима).

Полагают, что новый подход будет перспективен для соз-
дания аналога отпечатка пальца для каждого рисунка.

Piñar G. et al. The Microbiome of Leonardo da Vinci’s 
Drawings: A Bio-Archive of Their History.

Front Microbiol. 2020;11:593401.
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