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Технологія ДНК-діагностики невпинно
вдосконалюється — від високовартісної низь -
ко ефективної, з використанням декількох
процедур, до недорогої, високоефективної,
із застосуванням автоматизованої процеду-
ри. До сучасних технологій ПЛР-детекції
(ПЛР — полімеразна ланцюгова реакція) та
типування патогенів можна віднести ПЛР
з використанням проб у різних форматах —
лінійних TaqMan, шпилькових молекуляр-
них маяків, скорпіонових праймерів-проб,
LUX праймерів-проб (LUX — light upon exten -
sion), Sunrise праймерів-проб, LNA-модифі-
кованих праймерів (LNA — locked nucleic
acis, або замкнена нуклеїнова кислота) [1–5]. 

Здійснюючи пошук молекулярно-гене-
тичних маркерів та розробляючи відповідні
набори праймерів для детекції та типування
патогенів, ми виходимо з того, що раніше
створені тест-системи втрачають актуаль-
ність через появу нової інформації щодо
молекулярної організації патогенів, а також

нових сиквенсів генів та їхніх фрагментів у
базах даних. Так, наприклад, у 2006 р. ком-
панією Cepheid (США) було розроблено тест-
систему на основі ПЛР у реальному часі
(ПЛР-РЧ) з використанням скорпіонової
проби для детекції збудника сибірки
B. anthracis на основі виявлення обох плаз-
мід рХО1 та рХО2, що визначають його пато-
генність, яка залежить від двох факторів —
капсули і токсину виразки. Вироблення
капсули зумовлено генами capA, capB та
capC, локалізованими на плазміді рХО2.
Компоненти токсину кодуються трьома
генами: pag, cya і lef, локалізованими на
плазміді рХО1 [6, 7].

Донедавна вважали, що наявність обох
зазначених плазмід є відмітною особливістю
патогенних штамів B. anthracis. Проте існу-
ють штами близькоспоріднених бактерій
B. cereus та B. thuringiensis, які містять
послідовності більше половини відкритих
рамок зчитування плазмід рХО1 та рХО2
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Точна ідентифікація бацил Bacillus anthracis залишається складним завданням при диференціа-
ції збудника сибірки від близькоспоріднених видів B. сereus та B. thuringiensis через існування 
високого ступеня гомології нуклеотидних послідовностей з представниками групи Bacillus cereus
sensu lato.

Розроблено молекулярно-генетичні набори праймерів та проб для полімеразної ланцюгової реак-
ції у реальному часі з гібридизаційно-флуоресцентною детекцією для диференціації бацил B. аnthra-
cis від B. сereus та B. thuringiensis.

Цільовою мішенню для праймерів та проб визначено фрагмент гена ssp хромосомної ДНК, що
характеризується гексануклеотидною інсерцією тільки для ізолятів B. аnthracis. Використання проб
у форматах TaqMan та молекулярного маяка дало змогу за допомогою полімеразної ланцюгової реак-
ції у реальному часі надійно диференціювати бактерії B. аnthracis від близькоспоріднених видів
B. сereus та B. thuringiensis. Сигнал флуоресценції для шпилькових проб із форматом молекулярно-
го маяка був позитивний тільки для штамів B. аnthracis, а для близькоспоріднених видів B. сereus та
B. thuringiensis — негативний. У разі використання лінійних проб TaqMan реєстрували високоін-
тенсивний сигнал флуоресценції для всіх ізолятів B. аnthracis і сигнал значно нижчої інтенсивності —
для B. сereus та B. thuringiensis. Розроблені підходи можуть бути корисними для клінічних, епіде-
міологічних та епізоотологічних досліджень. 
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B. anthracis [8, 9]. А в 2009 р. з’явилось пові-
домлення [10], що знайдено штами близь-
коспорідненого виду B. cereus, які містять
обидві плазміди рХО1 та рХО2. Отже, тіль-
ки наявність цих двох плазмід не дозволяє
диференціювати штами B. anthracis від
інших представників групи B. cereus sensu
lato (яка також включає близькоспоріднені
бактерії B. thuringiensis, B. cereus, B. mycoi des,
B. pseudomycoides та B. weihenstephanensis).

B. anthracis, грампозитивна аеробна бак-
терія, що утворює ендоспори, є етіологічним
агентом сибірки, небезпечного, а часом із
летальним наслідком,  захворювання люди-
ни і тварин, що може інфікувати людей
шкірним, респіраторним або шлунково-
кишковим шляхами [11–15]. 

У цій роботі на основі аналізу полімор-
фізму поодиноких нуклеотидів гена ssp хро-
мосомної ДНК близькоспоріднених видів
бактерій групи Bacillus cereus sensu lato
визначено праймери і проби та проведено
диференціацію B. anthracis від близькоспо-
ріднених видів В. сereus і B. thuringiensis за
допомогою ПЛР-РЧ з пробами у форматах
TaqMan та молекулярного маяка.

Матеріали і методи

Множинне вирівнювання та наступний
статистичний аналіз проводили на основі
комп’ютерного аналізу нуклеотидних послі-
довностей гена ssp бактерій B. anthracis,
B. cereus і B. thuringiensis та їхніх фрагментів
за допомогою ліцензійного пакета приклад-
них програм GeneBee [16], термодинамічний
аналіз праймерів, проб та амплі конів — за
допомогою програм MeltCalc [17], Exiqon
(Exiqon, Данія; http://www.exiqon.com) та
Oligo (версія 3.0, США) [18]. Дизайн систе-
ми праймерів та проб було виконано за тра-
диційною схемою: множинне вирівнювання
(для можливості побудови філогенетичного
дерева) → філогенетичний аналіз (для конт-
ролю надійності класифікації ізолятів
видів, що аналізують, → множинне вирів-
нювання (з метою визначення позицій одно-
нуклеотидних поліморфізмів та фрагментів
з високим ступенем подібності).

Тестування набору праймерів для детек-
ції B. anthracis здійснювали із застосуван-
ням зразків ДНК, екстрагованої з ізолятів
B. cereus, B. pseudomycoides, B. anthracis,
B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. flu-
orescens, B. mycoides, наданих д-ром S. Klee
(Інститут Роберта Коха, Берлін, Німеч -
чина). ПЛР-РЧ проводили на термоциклері
ABI7500 (Applied Biosystems, США) за

таких температурних і часових параметрів:
початкова інкубація для денатурації ДНК-
матриці та активації FastStart Taq ДНК-
полімерази — 95 °С, 4 хв; денатурація —
95 °С, 15 с; відпал — 60 °С, 60 с; синтез —
72 °С, 20 с; кількість циклів — 40. Для
прове дення ПЛР-РЧ використовували уні-
версальний набір реагентів TaqMan Environ -
mental Master mix від фірми Applied Bio sys -
tems (США), до складу якого входить
референсний барвник ROX (6′-карбокси-X-
родамін). ПЛР-РЧ проводили в об’ємі реак-
ційної суміші 20 мкл, що містила: 4 мкл
реакційного буфера TaqMan; 0,8 мкМ кож-
ного праймера; 0,07 мкМ специфічної
проби; 5 мкл ДНК. 

Для ампліфікації фрагмента гена ssp
B. anthracis використовували розроблений
набір праймерів Banssp9 — Banssp10 і проб,
послідовності та позиції яких наведено
нижче:

Banssp9 (98-123) 5′-gcgactgaaacaaatgta-
caagcagt -3′;

Banssp10 (230-203) 5′-cgtctgtttcagttg-
caaattctgtacc -3′.

Лінійна проба у форматі TaqMan:
(156–180) 5′-FAM-cgcaagcttctggtgctag-

cattcaaagc -3′-RTQ1.
Шпилькова проба у форматі молекуляр-

ного маяка: 
5′-FAM-cggcgcgcaagcttctggtgctagcat tca -

aagccgccg-3′- RTQ1,
де FAM — флуорофор (флуоресцеїн), а

RTQ1 — відповідний йому гасник флуорес-
ценції (з максимумом спектра поглинання
за довжини хвилі 515 нм). Для шпилькової
проби підкреслено комплементарні фраг-
менти, які утворюють стебло шпильки, а не
позначена послідовність відповідає послі-
довності мішені, що впізнається. Синте -
зовані праймери та проби отримано від ком-
панії «Синтол» (Російська Федерація). 

Результати та обговорення

Увага до визначення цільових мішеней,
зумовлено декількома обставинами. По-
перше, дані літератури [19, 20] та наші дис-
кусії з фахівцями в галузі детекції
B. anthracis (зокрема з проф. W. Beyer, при-
ватна інформація) свідчать, що, наприклад,
ген plcR є нетривіальною мішенню і має
достатню дискримінуючу потужність для
диференціації B. anthracis від близькоспо-
ріднених видів B. cereus та B. thuringiensis
[21]. По-друге, спроби відтворити надійну
ПЛР-детекцію B. anthracis (що є надзвичай-
но важливим в умовах сьогодення для захи-



Експериментальні статті

67

сту населення України, зважаючи на біоте-
рористичний потенціал B. anthracis) можуть
призвести до хибнонегативних результатів
через помилковість наведених у літературі
праймерів. Вибірково проведений авторами
комп’ютерний аналіз відомих наборів прай-
мерів на основі гена plcR показав, що в робо-
ті [20] наведено не послідовності праймерів,
а комплементарні фрагменти, у роботі [19]
прямим і зворотним праймерами для
детекції B. anth racis слугували послідовно-
сті праймерів, специфічних до B. cereus та B.
thurin giensis (результати не показано).

На основі комп’ютерного аналізу низки
генів хромосомної ДНК близькоспоріднених
видів B. аnthracis, В. сereus, B. thuringiensis,
B. wheihenstephanensis нами визначено, що
ген ssp характеризується достатньою дис-
кримінуючою потужністю, тобто містить
точкові мутації, або однонуклеотидні полі-
морфізми, що дає змогу встановити молеку-
лярні мішені та позиції, які можуть бути
використані як дискримінуючі нуклеотиди
для створення наборів праймерів і проб. 
Множинне вирівнювання нуклеотидних по -
слідовностей повномірного гена ssp (завдов-
жки 301 п. н. для B. аnthracis та 295 п. н. —
для В. сereus і B. thuringiensis), що кодує
низькомолекулярний кислоторозчинний
протеїн, для ізолятів групи B. cereus sensu
lato дозволило виявити таку особливість
геномної організації, як наявність гексанук-
леотидної вставки, яка є характерною тіль-
ки для ізолятів B. anthracis та делетованою
для ізолятів B. cereus і B. thuringiensis. Тому
цю інсерцію використали як хромосомний
маркер для розроблення видоспецифічних
проб для детекції B. anthracis, частиною
мішені для якої є зазначений гекса -
нуклеотид (рис. 1).

Локалізацію розроблених праймерів
(прямого Banssp9 та зворотного Banssp10)
і проб стосовно «+»- та «–»-нитки ДНК наве-
дено на рис. 2. Важливою особливістю нук-
леотидної послідовності гена ssp є наявність
прямого повтору завдовжки 46 п. н., що вра-
ховували під час розроблення як даного
набору праймерів і проб, так і раніше створе-
ного набору праймерів для детекції збудни-
ка сибірки за допомогою стандартної ПЛР
з електрофоретичною детекцією [22]. 

Сучасні технології ПЛР-РЧ передбача-
ють використання різноманітних флуоро-
генних гібридизаційних проб (сигнал флуо-
ресценції яких змінюється за гібридизації
з мішенню). Відомі типи таких проб можна
розподілити на два класи — з двома або
з одним флуорофором. Перша група проб

базується на зміні взаємодії між лігандами
під час гібридизації з послідовністю мішені,
що зумовлює зміну інтенсивності флуорес-
ценції. До цієї групи належать молекулярні
маяки — шпилькові структури з локалізова-
ною у петлі послідовністю впізнавання та
стеблом, на кінцях якого у просторовій
близькості розташовані флуорогенний бар-
вник та нефлуорогенний гасник. У процесі
гібридизації з мішенню флуорофор просто-
рово відділяється від гасника, що спричи-
нює значне збільшення флуоресценції. До
цієї групи також належать скорпіонові
прай мери-проби, що є біфункціональними
молекулами, у яких праймер ковалентно
з’єднаний із пробою. Важливо, що кількісні
методи аналізу дозволяють вимірювати
флуоресценцію в кожному циклі ПЛР, а не
тільки після закінчення аналізу.

Для ПЛР-РЧ з лінійною пробою у форма-
ті TaqMan сигнал флуоресценції був високо-
інтенсивний для всіх ізолятів B. аnthracis і
значно нижчий або взагалі відсутній для
інших представників групи B. cereus sensu
lato (для деяких ізолятів — негативний).
Для ПЛР-РЧ з пробою у форматах молеку-
лярного маяка позитивний сигнал реєстру-
вали тільки для штамів B. аnthracis (рис. 3).

На відміну від ПЛР-РЧ із шпильковою
пробою у форматі молекулярного маяка,
при проведенні ПЛР з лінійною пробою
TaqMan реєстрували різний рівень сигналу
флуоресценції для різних представників
групи B. cereus sensu lato. На думку авторів,
наступне секвенування фрагмента гена ssp,
що ампліфікується, дасть змогу з’ясувати це
питання.

Численні молекулярно-діагностичні
компанії розробляють і випускають комп -
лексні системи і тести для генетичного ана-
лізу для клінічного, промислового ринків та
ринку біозахисту. Такі системи уможливлю-
ють швидке тестування генетичних та
інфекційних захворювань завдяки автома-
тизації складних ручних лабораторних про-
цедур. Інтеграція таких трьох складних
і тривалих процедур, необхідних для прове-
дення ПЛР у реальному часі, як підготовка
зразка, ампліфікація ДНК та детекція
результатів аналізу в одному картриджі, дає
можливість проводити швидке надійне
молекулярне тестування, що особливо важ-
ливо для ідентифікації збудників інфекцій-
них захворювань та патогенів з біотерорис-
тичним потенціалом. 

Поява перших високотехнологічних систем
закритого типу, зокрема GeneXpert System
(Cepheid Inc., США) [23], що базуються на
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Рис. 1. Фрагмент множинного вирівнювання гена ssp для 1 ізоляту Bacillus anthracis, 20 ізолятів B. cereus
та 25 ізолятів B. thuringiensis, на основі якого створено проби у форматах TaqMan і молекулярного маяка

для ПЛР-РЧ. Наведено номери, що відповідають номерам ізолятів у базі даних GenBank:
в ізоляті B. anthracis DQ146892 виділено унікальну для B. anthracis інсерцію завдовжки 6 н. Для ізолятів
B. cereus та B. thuringiensis виділено нуклеотиди, які не збігаються з нуклеотидами послідовності ізоляту
B. anthracis DQ146892, що сприяє підвищенню специфічності проб. Чорна смуга під нуклеотидними
послідовностями вказує на наявність висококонсервативних ділянок гена, а провали на ній відповідають
варіабельним позиціям. Проба TaqMan 5′-FAM-cgcaagcttctggtgctagcattcaaagc-3′-RTQ1. Для проби
у форматі молекулярного маяка підкреслено комплементарні фрагменти, які утворюють стебло шпильки
(5′-FAM-cggcgcgcaagcttctggtgctagcat tca aagccgccg-3′- RTQ1)
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ПЛР-РЧ зі скорпіоновими праймерами-про-
бами, дозволила скоротити час генотипуван-
ня або аналізу зразка на наявність інфекцій-
ного збудника до 30–45 хв. Такі системи
можуть, з одного боку, слугувати альтерна-
тивою високовартісним референс-лаборато-
ріям, оскільки не потребують спеціалізова-
ного персоналу та лабораторних приміщень.
А з другого боку, такі прилади закритого
типу орієнтовані тільки на набори реагентів
від конкретного виробника і не дають змоги
використовувати реакційні компоненти від
інших компаній. Створені в цій роботі набо-
ри праймерів та проб для детекції збудника
сибірки можуть бути використані в систе-
мах відкритого типу в лабораторіях з облад-
нанням для проведення ПЛР-РЧ, яка
увійшла в практику дослідних та клінічних
лабораторій у всьому світі [24].

Таким чином, проведено порівняння
проб у форматах TaqMan і молекулярного
маяка для детекції бацил B. аnthracis та
диференціації їх від близькоспоріднених
видів B. cereus і B. thuringiensis за допомо-
гою ПЛР у реальному часі. Аналіз графіків
ампліфікації показав, що шпилькова проба
у форматі молекулярного маяка, молеку-
лярною мішенню для якої є фрагмент гена
ssp хромосомної ДНК, характеризується
позитивним сигналом флуоресценції для
ізолятів B. аnthracis, тимчасом як для
інших представників групи B. cereus sensu
lato такий сигнал — відсутній. Висока спе-
цифічність шпилькової проби у форматі

молекулярного маяка при детекції B.
аnthracis зумовлена гексануклеотидною
делецією в сайті зв’язування проби в гені ssp
хромосомної ДНК для ізолятів B. cereus та
B. thuringiensis. Важливою якістю розробле-
ного набору праймерів і проб, на відміну від
існуючих наборів на основі хромосомних
генів rpoB [25, 26], gyrB [27], gyrA [28], 16S
rRNA [7], plcr [20, 29], є здатність надійно
диференціювати збудник сибірки від близь-
коспоріднених видів, які характеризуються
високим рівнем гомології нуклеотидних
послідовностей.

Роботу виконано за фінансової підтрим-
ки д-ра Лиманського О. П., а також частко-
во підтримано грантом АМН 95/2010 від
НАМН України. 

Рис. 2. Локалізація праймерів та проби на гені
ssp хромосомної ДНК збудника сибірки:

набір праймерів Banssp9 — Banssp10 дозволяє
ампліфікувати фрагмент гена ssp завдовжки 133
п. н., що містить цільову мішень для шпилькової
(або лінійної) проби. Двома прямокутниками
виділено прямий повтор

Рис. 3. Ампліфікація ДНК представників групи
B. cereus sensu lato за допомогою ПЛР-РЧ 

з різними форматами проб: 
А — лінійна проба TaqMan; 
Б — шпилькова проба у форматі молекулярного

маяка
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ЯЗВЫ С ПОМОЩЬЮ ПОЛИМЕРАЗНОЙ

ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ  В РЕАЛЬНОМ
ВРЕМЕНИ 
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Точная идентификация бацилл Bacillus
anthracis остается сложной задачей при диф-
ференциации возбудителя сибирской язвы от
близкородственных видов B. сereus и B. thurin -
giensis из-за высокой степени гомологии нук-
леотидных последовательностей с представи-
телями группы Bacillus cereus sensu lato.
Разработаны молекулярно-генетические набо-
ры праймеров и проб для полимеразной цеп-
ной реакции в реальном времени с гибридиза-
ционно-флуоресцентной детекцией для
дифференциации бацилл B. аnthracis от B.
сereus и B. thuringiensis.

Целевой мишенью для праймеров и проб
определен фрагмент гена ssp хромосомной
ДНК, характеризующийся гексануклеотид-
ной инсерцией только для изолятов B. аnthra-
cis. Использование проб в форматах TaqMan и
молекулярного маяка позволило с помощью
полимеразной цепной реакции в реальном вре-
мени надежно дифференцировать бактерии
B. аnthracis от близкородственных видов
B. сereus и B. thuringiensis. Сигнал флуорес-
ценции для шпилечных проб с форматом моле-
кулярного маяка был положительным только
для штаммов B. аnthracis, а для близкород-
ственных видов B. сereus и B. thuringiensis —
отрицательным. При использовании линей-
ных проб TaqMan регистрировали высокоин-
тенсивный сигнал флуоресценции для всех
изолятов B. аnthracis и сигнал значительно
более низкой интенсивности — для B. сereus и
B. thurin giensis. Разработанные подходы могут
быть полезными для клинических, эпидемиоло-
гических и эпизоотологических исследований.

Ключевые слова: возбудитель сибирской
язвы, Bacillus anthracis, полимеразная цепная
реакция в реальном времени.
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Correct identification of Bacillus anthracis
bacilli remains a challenge for differentiation of
the anthrax infectious agent from closely related
species B. sereus and B. thuringiensis because of
a high homology level of nucleotide sequences
with the Bacillus cereus sensu lato instances. In
this paper, we have developed molecular genetic
sets of primers and probes for real-time poly-
merase chain reaction with hybridization-fluo-
rescence detection for differentiation of B. anth -
ra cis bacilli from В. sereus and B. thuringiensis. 

Fragment of ssp gene of chromosomal DNA
characterized by hexanucleotide insertion only
for B. anthracis isolates was determined as final
target for primers and probes. Applying of
TaqMan and molecular beacon probes enabled
reliable discrimination between B. anthracis bac-
teria and closely related species B. sereus and
B. thuringiensis by real-time polymerase chain
reaction. The fluorescence signal for hairpin
probes with a molecular beacon format was posi-
tive only for B. anthracis strains but for closely
related B. sereus and B. thuringiensis species it
was negative. Using line TaqMan probes, we re -
gistered high-intensity fluorescent signal for all
B. anthracis isolates and a signal for B. sereus
and B. thuringiensis was much low intensity. The
developed approaches could be useful for clini-
cal, epidemiological and epizootiological studies.

Key words: anthrax causative agent, Bacillus
anthracis, real-time polymerase chain reaction.




