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(72) ДЕРЯБІН ОЛЕГ МИКОЛАЙОВИЧ, ДЕРЯБІНА 
ОЛЕНА ГРИГОРІВНА, БЄДНОВ МАКСИМ ОЛЕК-
САНДРОВИЧ, СКРИПНИК АРТЕМ ВАЛЕРІЙОВИЧ 
(73) ІНСТИТУТ ВЕТЕРИНАРНОЇ МЕДИЦИНИ 
УКРАЇНСЬКОЇ АКАДЕМІЇ АГРАРНИХ НАУК 
(57) Спосіб виявлення ДНК плазмід рХО1 та рХО2 
в складі бактерій Bacillus anthracis, що включає 
виявлення в досліджуваних зразках специфічних 

фрагментів нуклеїнової кислоти (ДНК) за допомо-
гою мультиплексного варіанту полімеразної лан-
цюгової реакції (ПЛР), який відрізняється тим, що 
для проведення ПЛР використовують штучно син-
тезовані олігонуклеотидні праймери з наступною 
послідовністю нуклеотидів: 
для плазміди рХО1 (ген протективного антигена) – 
OPA1F 5'-TCCAGACCGTGACAATGATG-3' 
OPA5R4 5'-CACGTTGTAGATTGGAGCCG-3'; 
для плазміди рХО2 (ген капсули) – 
CPS3F 5'-CACCAACCATCGTCATCG-3' 
CPS9R 5'-TTATCCTGTTATGCCATTTGAG-3'. 

 
 

 
 

Корисна модель належить до ветеринарної мі-
кробіології, зокрема, до лабораторної діагностики, 
призначена для виявлення специфічних фрагмен-
тів нуклеїнових кислот (ДНК) бактерії Bacillus 
anthracis, може бути використана для проведення 
діагностики сибірки, в науково-дослідних роботах, 
в біотехнологічному виробництві вакцин. 

Більшість представників роду Bacillus непато-
генні для людини і тварин, проте даний мікроорга-
нізм є етіологічним агентом небезпечного інфек-
ційного захворювання - сибірської виразки. Геном 
Bacillus anthracis складається з хромосоми, розмі-
ром 5,23Mb (мегабаз), та двох великих плазмід – 
рХО1 (182kb (кілобаз)) та рХО2 (96kb). Повністю 
вірулентні штами Bacillus anthracis несуть обидві 
плазміди рХО1 та рХО2. Відсутність будь-якої пла-
зміди призводить до атенуації Bacillus anthracis 
для більшості тваринних моделей, тому, зазвичай, 
молекулярний аналіз в першу чергу спрямований 
на виявлення генів білків токсину В. anthracis - 
pagA (кодує синтез протективного антигена), lef 
(кодує летальний фактор) та суа (кодує набряко-
вий фактор), генів біосинтезу капсули сарВ, сарС, 
сарА та capD, a також гену, пов'язаного з деполі-
мерізацією капсули - dep. Три гени токсину знахо-
дяться на окремих локусах плазміди рХО1, в той 
час як гени cap і dep організовані в оперон рХО2 
[1, 2, 3]. 

Єдиний білок капсули В. anthracis вважається 
важливим для розвитку інфекції, яка призводить 
до захворювання сибіркою. 

Зустрічаються 4 різних типи плазмідного скла-
ду штамів Bacillus anthracis - наявність обох плаз-
мід, відсутність обох плазмід або відсутність однієї 
з двох (таблиця 1). 

 
Таблиця 1 

 
Варіанти плазмідного складу, Bacillus anthracis 

 

Тип 
 

Штам Капсула Токсин 
Плазміди 

рХО1 рХО2 

1 Вірулентний + + + + 

2 Вакциний – + + – 

3 Авірулентний + – – + 

4 Непатогений – – – – 

 
В генетичному відношенні В. anthracis є одним 

з найбільш мономорфних мікроорганізмів, що по-
в'язано зі здатністю бацили утворювати спори. 
Різниця між його штамами зводиться головним 
чином до наявності або відсутності плазмід. Три-
валий час основними методами в діагностиці си-
бірської виразки залишались традиційні мікробіо-
логічні дослідження (мікроскопія мазків, 
бактеріологічні дослідження з метою виділення 
чистої культури і ідентифікація виділеної культури, 
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біопроба на лабораторних тваринах, серологічні 
дослідження). Головними недоліками традиційних 
лабораторних методів діагностики В. anthracis є 
довготривалість, трудомісткість, складність детек-
ції атипових форм бактерій та необхідність в куль-
титуванні збудника, що в свою чергу негативно 
впливає на рівень біобезпеки. На сьогодні най-
більш надійними тестами ідентифікації В. anthracis 

є визначення чутливості до -фагу, виявлення га-
лактозо-N-ацетилглюкозамін полісахариду та полі-
D-глютамінової кислоти, а також, виявлення наяв-
ності генів токсину та капсули методом полімераз-
ної ланцюгової реакції (ПЛР). 

Аналог корисної моделі, близький за технічним 
рішенням до об'єкту, що заявляється, є бактеріо-
логічний метод висіву із зразка патматеріалу в 
м'ясо-пептонний бульйон і на м'ясо-пептонний 
агар, та на агар Хоттінгера (рН 7,4). Одночасно 
роблять висіви на диференціально-діагностичне 
середовище з 0,01% фенолфталеїнфосфату на-
трію, желатиною, на кров'яний бульйон та агар, 
середовище ГКІ (60% стерильного розчину Хенкса 
без антибіотиків і 40% стерильної не консервова-
ної сироватки великої рогатої худоби, інакти-
вованої при 56°С протягом 30хв, рН 1,2-1,А). Висі-
ви інкубують 18-24 години за температури 37-38°С 
(при відсутності росту витримують за тієї ж темпе-
ратури ще 48 годин). 

Спільним недоліками зазначених методів є те, 
що вони потребують значного часу для проведен-
ня аналізу, трудоємні і зменшують рівень біобез-
пеки в цілому. 

Прототипом корисної моделі є спосіб детекції 
плазмід рХО1 та рХО2 в складі бактерій Bacillus 

anthracis методом ПЛР з використанням для цього 
олігонуклеотидних праймерів, що мають наступну 
послідовність [4,5]: 

для плазміди рХОІ (ген протективного антиге-
на) - 

РА5 - 5'-TCCTAACACTAACGAAGTCG-3' 
РА8 - 5'-GAGGTAGAAGGATATACGGT-3' 
для плазміди рХО2 (ген капсули) - 
1234-5'-CTGAGCCATTAATCGATATG-3' 
1301 - 5'-TCCCACTTACGTAATCTGAG-3' 
Недоліком зазначених праймерів є те, що вони 

схильні до утворення димерів та мають низьку 
температуру віджигу, що впливає на специфічність 
реакції. Одночасне використання праймерів в му-
льтиплексному варіанті ПЛР не ефективне. 

В зв'язку з цим, актуальним питанням є розро-
бка специфічного і швидкого методу детекції бак-
терії Bacillus anthracis та виявлення в її складі пла-
змід рХО1 та рХО2. Правильний вибір 
олігонуклеотидних праймерів визначає ефектив-
ність і відтворюваність ПЛР. 

Задача: створити новий спосіб виявлення пла-
змід рХО1 та рХО2 в складі бактерій Bacillus 
anthracis. 

Завдання досягається тим, що в досліджува-
них зразках виявляють специфічні фрагменти нук-
леїнових кислот (ДНК) за допомогою мультиплекс-
ного варіанту полімеразної ланцюгової реакції 
(ПЛР) - ферментативної реакції і двох пар штучно 
синтезованих олігонуклеотидів (праймерів), які 
дозволяють багаторазово копіювати специфічні 
ділянки ДНК інфекційного агенту при визначених 
температурних і часових параметрах та кількості 
циклів (таблиця 2): 

 
Таблиця 2 

 
Температурний режим мультиплексного варіанту ПЛР  

з ДНК Bacillus anthracis з парами олігонуклеотидних праймерів  
CPS9R/CPS3F та OPA1F/OPA5R4 

 

№ циклу Температура Час Кількість циклів 

1 95° С 4 хв 1 

2 

95° С 0,5 хв 

35 60° С 0,5 хв 

72° С 0,5 хв 

3 72° С 4 хв 1 

4 10° С Зберігання  

 
Використовують дві пари штучно синтезованих 

олігонуклеотидних праймерів з наступною послі-
довністю нуклеотидів: 

OPA1F - 5'-TCCAGACCGTGACAATGATG-3' 
OPA5R4 - 5'-CACGTTGTAGATTGGAGCCG-3' 
CPS3F - 5'-CACCAACCATCGTCATCG-3' 
CPS9R - 5'-TTATCCTGTTATGCCATTTGAG-3'  
Праймери OPA1F та OPA5R4 фланкують діля-

нку гена протективного антигена (плазміда рХО1) і 
забезпечують синтез фрагменту ДНК розміром 
607н.з. при температурі віджигу 60°С. 

Праймери CPS3F та CPS9R фланкують ділян-
ку гена капсули (плазміда рХО2) і забезпечують 
синтез фрагменту ДНК розміром 377н.з. при тем-
пературі віджигу 60°С. 

Праймери з наведеною послідовністю можуть 
бути використані для мультиплексного варіанту 
ПЛР (Фігура 1). 

Приклад: пробу (окрему колонію бактеріальної 
культури) поміщають у пластикову пробірку ємніс-
тю 1,5см

3
 з 0,3см

3
 лізуючого буферу. Суміш стру-

шують і центрифугують, після чого проводять на-
ступне виділення ДНК набором реагентів для 
виділення ДНК. Отриману ДНК (0,003см

3
) поміща-

ють у пробірку ємністю 0,5см
3
 і додають 0,005см

3
 

(5Х) ПЛР-буфера, 0,001см
3
 dNTP, по 0,00015см

3
 

праймерів OPA1F і OPA5R4, та по 0,00010см
3
 

праймерів CPS3FM і CPS9R, 0,0005см
3
 Taq-

полімерази, 0,0115см
3
 DEPC-води та 1 краплю 

мінерального масла. Вміст пробірки струшують і 
центрифугують, а потім переносять в термоциклер 
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з активною регуляцією температури, наприклад 
"Терцик" (Росія), якому задають вищевказану про-
граму. 

Аналіз результату ПЛР проводять в 1,5% гелі 
агарози з барвником - бромистим етидієм. В лунки 
агарозного гелю вносять 0,010см

3
 ампліфікованої 

суміші. Після проведення електрофорезу фрагме-
нти ДНК виявляють під ультрафіолетовим світлом. 

Результат ПЛР може бути оцінено візуально 
по наявності смужок, що відповідають продуктам 
реакції. 

Промислове застосування - для проведення 
діагностики сибірки, в науково-дослідних роботах, 
в біотехнологічному виробництві вакцин. 
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