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áèîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè Èíñòèòóòà áèîìåäèöèíñêèõ 
èññëåäîâàíèé íàöèîíàëüíîãî àâòîíîìíîãî óíèâåðñèòåòà Ìåêñèêè

Ñ ðàçâèòèåì ãåíåòèêè è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè, íàðÿäó ñ êëàñ ñè -
÷åñêèìè ìåòî äàìè, äëÿ áîëåå òî÷íîé èäåíòèôè êàöèè ìèêðîîð ãàíèçìîâ
âñå áîëüøåå ðàñïðîñò ðàíåíèå ïîëó ÷à þò ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ìåòî -
äû. Â ïðå äûäóùèõ ðà áî òàõ [1, 2] áûëè ïî êà çà íû 5 øòàììîâ áàêòåðèé, îá -
ëà äà þùèõ ýêçîèíóëè íàçíîé àêòèâíîñò üþ, êîòî ðûå áûëè îïðåäåëå íû ñ
ïîìîù üþ èññëåäî âàíèé äèàãíîñòè÷åñêè âàæ íûõ ìîðôî-êóëüòó ðàëü íûõ,
ôèçèîëîãè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ ïðèç íàêîâ ïî Áåðãè [3]. Â ðåçóëü òàòå
èññëåäîâàíèÿ âûÿñíèëîñü, ÷òî îíè ïðè íàäëå æàëè ê ñëåä óþùèì âè äàì:
øòàìì Ì 11 èìåë íà èáîëüøåå ñõîäñòâî ñ Bacillus subtilis, Ì 14 - ñ Bacillus
megaterium, Ò 9-1 — ñ Bacillus stearothermophilus,  Ò 115-6 — ñ Bacillus cir-
culans, à Ã 50 áûë èäåí òè ôè öè ðî âàí äî  ñåìåéñò âà Halobacteriaceae.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ òî÷íîñòè èäåíòèôè êàöèè ïî êëàññè÷åñêèì ìåòîäè -
êàì, ñîâìåñòíî ñ ñîòðóäíè êàìè  Èíñòèòó òà áèîìåäèöèíñêèõ èññëåäî -
âàíèé Íàöèî íàëüíîãî àâòîíîìíîãî óíèâåðñèòå òà Ìåêñèêè áûë ïðîâåäåí
àíàëèç íóêëåîòèä íûõ ïîñëåäî âàòåëüíîñòåé 16S ðÄÍÊ ïÿòè îò îá ðàí íûõ
øòàììîâ è ïðîâåäå íà èäåíòèôè êàöèÿ äàí íûõ øòàììîâ ïóòåì èññëåäî -
âàíèÿ ïîñëåäî âàòåëüíîñòåé 16S ðÄÍÊ.

ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄÛ
Âûäåëåíèå ÄÍÊ èç âû ðàùåí íûõ êóëüòóð ïðîâîäèëè ñîã ëàñíî Ãëîâåðó

[4]. 
1. Àìïëèôè êàö èþ ãåíîâ 16S ðÐÍÊ ñ ïîìîù üþ ÏÖÐ ïðîâîäèëè,

èñïîëüçóÿ íèæåïðèâåäåí íûé ïðîòîêîë:
Ðåàêöèîí íàÿ ñìåñü (platinum Pfx DNA polymerase, Invitrogen, ÑØÀ): 
10 x Pfx áóôåð — 5 ìêë; 
10 ìÌ ñìåñü dNTP — 1,5 ìêë; 
50 ìÌ MgSO4 - 1 ìêë; 
ïðàéìåð 1 (P27F) — 0,3 ìêM; 
ïðàéìåð 2 (RIB RE) - 0,3 ìêM; 
ÄÍÊ — 200-500 íã; ÄÍÊ-ïîëèìå ðà çà Platinum Pfx - 10 μë (2,5 åä.); 
10 x PCRx Enhancer Solution - 5 ìêë; 
Í2Î — äî 50 ìêë. 
Ðåæèì àìïëèôè êàöèè: 
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• 95 °Ñ — 5 ìèí.
• 95 °Ñ — 1,5 ìèí.
• 57 °Ñ — 1,5 ìèí.
• 68 °Ñ — 2 ìèí. 15 ñ.
• 68 °Ñ — 10 ìèí.
Ýòà ïû 2 — 4 ïîâòîðÿþòñÿ 25 ðàç.
Ïðàéìå ðû, èñïîëüçî âàí íûå äëÿ àìïëèôè êàöèè ãåíîâ 16S ðÐÍÊ:
P27F (îò 5’ ê 3’): agagtttgatcctggctcag, 
RIB RE (îò 5’ ê 3’): ggttaccttgttacgactt [5].
2. Âûäåëåíèå àìïëèôèöèðî âàííîé ÄÍÊ (ñîîòâåòñòâ óþùåé ãå íàì    16S

ðÄÍÊ) 
Ïîñëå ÏÖÐ ïðîäóê òû ðåàêöèè ðàçäåëÿþòñÿ ýëåêòðîôîðåçîì â àãàðîçå

(0,8 %) â 1 x TAE â ïðèñóòñòâèè ýòèäèó ìáðîìè äà [6]. Ïîñëå âèç óàëè çàöèè
ÓÔ-ëó ÷àìè ïîëîñó ãåëÿ, ñîîòâåòñòâ óþù óþ àìïëèêîíó, ðàçìåðîì ÷óòü
ìåíüøå 1,5 kb (≈ 1,4 kb), âûðå çàëè ñêàëüïåëåì è âûäåëÿëè ñîîòâåòñòâ -
óþù óþ 16S ðÄÍÊ ñ ïîìîù üþ QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN,
Øâåé öàðèÿ). 

3. Ñåêâåíèðî âàíèå âûäåëåí íûõ 16S ðÄÍÊ.
Ñåêâåíèðî âàíèå ïðîâîäèëè ñ ïîìîù üþ BigDyeTM Terminator Cycle

Sequencing Ready Reaction Kit âåðñèè 2,0 è 3,1 ôèð ìû Applied Biosystems
(ÑØÀ), ñîã ëàñíî ïðîòîêîëó ôèð ìû:

ÄÍÊ — 500-800 íã, ïðàéìåð — 4,0 íìîëü, BigDyeTM Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Mix — 8 ìêë â îá úåìå 20 ìêë; ðåæèì
ïðîâåäåíèÿ ïðîöåñ ñà:

1. 96 °Ñ — 7 ìèí.
2. 96 °Ñ — 0,5 ìèí.
3. 57 °Ñ — 0,25 ìèí.
4. 60 °Ñ — 4 ìèí. 
Ýòà ïû 2-4 ïîâòîðÿþòñÿ 25 ðàç. 
Ïîñëå îñàæäåíèÿ ïðîäóêòîâ ñåêâåíñíîé ðåàêöèè ñïèðòîì è âûñóøè -

âàíèÿ ïîñëåäî âàòåëüíîñòè îïðåäåëÿëè íà àâòî ìàòè÷åñêîì ñåêâå íàòîðå
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Â ðåàêöèÿõ ñåêâåíèðî âàíèÿ, êðîìå ïðàéìåðîâ P27F è RIB RE,
èñïîëüçî âàëè òàêæå:

P346F (îò 5’ ê 3’): acggcccagactcctacg
P692F (îò 5’ ê 3’): aattcctggtgtagcggt [7].
Ïî ðåçóëü òà òàì ñåêâåíèðî âàíèÿ ñ ïðàéìå ðàìè P27F, RIB RE, P346F è

P692F êîìïîíóåòñÿ ïîñëåäî âàòåëüíîñòü êàæäîé 16S ðÄÍÊ.
2.6.5. Àíàëèç ïîñëåäî âàòåëüíîñòåé 16S ðÄÍÊ øòàììîâ.
Ïîñëåäî âàòåëüíîñòü 16S ðÄÍÊ øòàììîâ ñðàâíè âà ëàñü ñ èçâåñò íûìè

ïîñëåäî âàòåëüíîñòÿìè 16S ðÄÍÊ èç áàç äàí íûõ GenBank, EMBC è ò.ä. ñ
ïîìîù üþ ïðîã ðàì ìû BLASTN 2.2.9 [8].
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ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ
Î÷èùåííûå 16S ðÄÍÊ èññëåäîâàííûõ øòàììîâ ïîêàçàíû íà ðèñóíêå

5.  
Ïîñëå ñåêâåíèðîâàíèÿ ïîëó÷åííûõ 16S ðÄÍÊ ïî ìåòîäèêå 1, ïîëó÷èëè

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ, ïðè ñðàâíåíèè êîòîðûõ  ñ èçâåñòíûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè èç áàç äàííûõ GenBank, EMBL, DDBJ, PDB ïî
ïðîãðàììå BLASTN 2.2.9 [8], ïîëó÷èëè ñïèñîê ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé,
íàèáîëåå ñõîæèõ ñ ïîëó÷åííûìè íàìè â ðåçóëüòàòå îïûòîâ äëÿ  êàæäîãî
øòàììà. Íèæå ïðèâåäåíû äàííûå íàèáîëüøèõ ñîâïàäåíèé äëÿ êàæäîãî
øòàììà.

Øòàìì Ì 11
gi|47834648|gb|AY553094.1|   Bacillus subtilis strain MO1 16S ribosomal

RNA gene, partial sequence
Length = 1495
Score = 2868 bits (1447), Expect = 0.0
Identities = 1452/1454 (99%)
Strand = Plus / Plus
Øòàìì Ì 14
gi|47834672|gb|AY553118.1|   Bacillus megaterium strain MO31 16S riboso-

mal RNA gene, partial sequence
Length = 1504
Score = 2775 bits (1400), Expect = 0.0
Identities = 1400/1400 (100%)
Strand = Plus / Plus

Ðèñ. 1. Õðîìîñîì íûå ÄÍÊ (ñëå âà- íàï -
ðàâî): (Ìàðêåð λ /Hind III),  øò.  Ã 50 ,
øò. Ò 115-6 , øò. Ò 9 -1, øò. Ì 14 , øò. Ì
11

Ðèñ. 2. Àìïëèôèöèðî âàí íûå ñ ïîìîù üþ
ÏÖÐ è î÷èùåí íûå 16S ðÄÍÊ (ñëå âà- íàï -
ðàâî): (Ìàðêåð 500bp DNA ladder — Roche
XVII ),  øò .  Ã 50, øò . Ò 115-6, øò . Ò 9-1,
øò . Ì 14, øò . Ì 11
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Øòàìì Ò 9-1
gi|49482196|gb|AY608951.1|   Geobacillus caldoxylosilyticus strain BGSC

W9A36 16S ribosomal RNA gene, complete sequence
Length = 1560
Score = 2801 bits (1413), Expect = 0.0
Identities = 1416/1417 (99%)
Strand = Plus / Plus

Øòàìì Ò 115-6
gi|49482233|gb|AY608988.1|   Geobacillus thermoglucosidasius strain BGSC

W9A30 16S ribosomal RNA gene, complete sequence
Length = 1562
Score = 2803 bits (1414), Expect = 0.0
Identities = 1414/1414 (100%)
Strand = Plus / Plus
Øòàìì Ã 50
gi|1699010|gb|U78719.1|CMU78719   Chromohalobacter marismortui 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence
Length = 1458
Score = 2759 bits (1392), Expect = 0.0
Identities = 1395/1396 (99%)
Strand = Plus / Plus

Òàêèì îá ðàçîì, ñðàâíåíèåì ïîñëåäî âàòåëüíîñòåé 16S ðÄÍÊ ñ èçâåñò -
íûìè èñòî÷íè êàìè, âûäåëåí íûå ìåçîôèëü íûå êóëüòó ðû, óñëîâíî îáîç -
íà÷å ííûå íàìè êàê M 11 è M 14, áûëè èäåíòèôèöèðî âà íû êàê Bacillus
subtilis è Bacillus megaterium ñîîòâåòñòâåííî, òåðìîôèëü íûå êóëüòó ðû Ò
9-1 è  Ò 115-6 - êàê Geobacillus caldoxylosilyticus è Geobacillus thermoglu-
cosidasius, à ãàëîôèëü íàÿ êóëüòó ðà Ã 50 — êàê Chromohalobacter marismor-
tui.

Ñëåäî âàòåëüíî, ðåçóëü òà òû èäåíòèôè êàöèè øò. Ì 11, Ì 14, ïîëó÷åí -
íûå òðàäèöèîí íûìè êëàññè÷åñêèìè ìåòî äàìè, ïîäòâåðäèëèñü ðåçóëü òà -
òàìè ãåíåòè÷åñêîãî àíàëè çà — ýòî B. subtilis è B. megaterium. Øòàìì Ã 50,
ïðåä âàðèòåëüíî îïðåäåëåí íûé êàê âèä, îòíîñÿùèéñÿ ê ñåìåéñòâó
Halobacteriaceae, äåéñòâèòåëüíî îêà çàëñÿ, ïî ðåçóëü òà òàì ãåíåòè÷åñêîãî
àíàëè çà ãàë îá àêòåðèåé  Chromohalobacter marismortui. Øòàì ìû òåðìî ôè -
ëîâ ïî ðåçóëü òà òàì ãåíåòè÷åñêîãî àíàëè çà èäåíòèôèöèðî âà íû êàê
Geobacillus caldoxylosilyticus è Geobacillus thermoglucosidasius, êîòî ðûå
íå äàâíî âûäåëå íû êàê ñàìîñòîÿòåëü íûå âè äû.

B. subtilis Ì 11 è B. megaterium Ì 14 - ìåçîôèëü íûå áàöèë ëû, êîòî ðûå
èì åþò òåìïå ðàòóð íûå ïðåäå ëû ðîñ òà 15 - 50 ºÑ, óñòîé÷è âû ê 7 % NaCl,
èç èññëåäî âàí íûõ øòàììîâ èì åþò íà èáîëüø óþ èíóëè íàçí óþ àêòèâíîñòü. 

Òåðìîôèëü íûå øòàì ìû Geob. caldoxylosilyticus Ò 9-1 è Geob. ther-
moglucosidasius Ò 115-6, õîòÿ è îá ëà äà þò áîëåå íèçêîé èíóëè íàçíîé
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àêòèâíîñò üþ, íî èõ òåìïå ðàòóð íûå ïðåäå ëû 48-50 — 85-90 ºÑ, ñ
îïòèìóìîì 56 — 60 ºÑ, ÷òî äàåò íåñîìíåí íûå ïðåèìóùåñò âà ïðè èõ
äàëüíåéøåé ýêñïë óà òàöèè. 

Øòàìì Chromohalobacter marismortui Ã 50 ÿâëÿåòñÿ óìåðåí íûì
ãàëîôèëîì è ðàñòåò ïðè 5 - 25 % NaCl, ïðè ñðàâíèòåëüíî âûñîêèõ òåìïå -
ðàòó ðàõ (äî 56 ºÑ).  Èíóëè íàç íàÿ àêòèâíîñòü ó íåãî ïðîÿâëÿåòñÿ òàêæå
ïðè îòñóòñòâèè NaCl â ðåàêöèîííîé ñðåäå, íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî áåç äî -
áàâëåíèÿ ñîëè â ïè òàòåëüí óþ ñðåäó ýòîò øòàìì íå ðàñòåò.  

Øòàì ìû Ì 11, Ì 14, Ò 9-1, Ò 115-6 è Ã 50 äåïîíèðî âà íû â Êîëëåêöèè
Êóëüòóð UNAM-48/WFCC  ïîä ñëåä óþùèìè íîìå ðàìè:

Ì 11 — ÂÌ-Â-401, Ì 14 — ÂÌ-Â-402, Ò 115-6 — Â-ÌÂ-403, Ò 9-1 — Â-
ÌÂ-404, Ã 50 — Â-ÌÂ-405.
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´²ÎîºðÆ²ÜºðÆ îºê²Î²ÚÆÜ ä²îÎ²ÜºÈÆàôÂÚ²Ü 
ÜàôÚÜ²Î²Ü²òØ²Ü Ð²Ø²ð ¶ºÜºîÆÎ²Î²Ü ØºÂà¸ÜºðÆ

ú¶î²¶àðÌØ²Ü Ðºè²ÜÎ²ðÜºðÀ

¶. ì. Ø²ðîÆðàêÚ²Ü
Ø. º. Î. üÈàðºÜê

¶» Ý» ïÇ Ï³ ÛÇ ¨ Ùá É» Ïáõ É³ ÛÇÝ Ï»Ý ë³ μ³ Ýáõ ÃÛ³Ý ½³ñ ·³ó Ù³Ý, ÇÝã å»ë Ý³¨ ¹³ ë³ Ï³Ý Ù» -
Ãá¹ Ý» ñÇ Ñ»ï Ù»Ï ï»Õ, ÙÇÏ ñá ûñ ·³ ÝÇ½Ù Ý» ñÇ ³é³ í»É ×ß· ñÇï ÝáõÛ Ý³ Ï³ Ý³ó Ù³Ý Ñ³ Ù³ñ Ù»Í
ï³ ñ³ ÍáõÙ »Ý ëï³ ÝáõÙ Ùá É» Ïáõ É³ ·» Ý» ïÇ Ï³ Ï³Ý Ù» Ãá¹ Ý» ñÁ: Ü³ Ëáñ¹ ³ß Ë³ ï³Ýù Ý» ñáõÙ
[1, 2] Ý»ñ Ï³ Û³ó í»É »Ý μ³Ï ï» ñÇ ³ Ý» ñÇ 5 ßï³ Ù»ñ, áñáÝù ûÅï í³Í »Ý ¿Ï ½á Ç Ýáõ ÉÇ Ý³ ½³ ÛÇÝ ³Ï -
ïÇ íáõ ÃÛ³Ùμ ¨ áñáß í»É ¿ÇÝ ´»ñ ·Ç Ç [3] Ùáñ ýá- ÏáõÉ ïáõ ñ³É, ýÇ ½Ç á Éá ·Ç ³ Ï³Ý ¨ μÇ á ùÇ ÙÇ ³ Ï³Ý
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óáõ ó³ ÝÇß Ý» ñÇ û· Ýáõ ÃÛ³Ùμ: ²ñ¹ ÛáõÝ ùáõÙ ³Û¹ ßï³Ù Ý» ñÇ å³ï Ï³ Ý» ÉÇ áõ ÃÛáõ ÝÁ Ñ»ï¨ Û³ÉÝ ¿ñ` M
11-Á áõ Ý»ñ ÝÙ³ Ýáõ ÃÛáõÝ Bacillus subtilis-Ç Ñ»ï, M 14-Á Bacillus megaterium-Ç Ñ»ï, T 9-1 –
Bacillus stearothermophilus-Ç Ñ»ï, T 115-6 – Bacillus circulans – Ç Ñ»ï, ÇëÏ Ã 50-Á ÝáõÛ Ý³ Ï³ -
Ý³ó í»É ¿ñ áñ å»ë Halobacteriaceae ÁÝ ï³ ÝÇ ùÇ Ý»ñ Ï³ Û³ óáõ óÇã: ¸³ ë³ Ï³Ý Ù» Ãá¹ Ý» ñáí ÝáõÛ -
Ý³ Ï³ Ý³ó Ù³Ý ×ß·ñ ïáõ ÃÛáõ ÝÁ áñáß »Éáõ Ýå³ ï³ Ïáí, Ø»ù ëÇ Ï³ ÛÇ ²½ ·³ ÛÇÝ ÇÝù Ý³ í³ñ Ñ³ Ù³É -
ë³ ñ³ ÝÇ ´Ç áμÅß Ï³ Ï³Ý Ñ» ï³ ½á ïáõ ÃÛáõÝ Ý» ñÇ ÇÝë ïÇ ïáõ ïÇ ³ß Ë³ ï³ ÏÇó Ý» ñÇ Ñ»ï Ñ³ Ù³ -
ï»Õ Ï³ ï³ñ í»É ¿ ÑÇÝ· ÁÝïñ í³Í ßï³Ù Ý» ñÇ 16S P ¸ÜÂ -Ç ÝáõÏ É» á ïÇ ¹³ ÛÇÝ Ñ³ çáñ ¹³ Ï³ Ýáõ -
ÃÛáõÝ Ý» ñÇ í»ñ Éáõ Íáõ ÃÛáõÝ ¨ ³Ýó ¿ Ï³ó í»É Ýß í³Í ßï³Ù Ý» ñÇ ÝáõÛ Ý³ Ï³ Ý³ó Ýáõ ÙÁ:

M 11 ¨ M 14 ßï³Ù Ý» ñÇ ÝáõÛ Ý³ Ï³ Ý³ó Ù³Ý ³ñ¹ ÛáõÝù Ý» ñÁ, áñáÝù ëï³ó í»É ¿ÇÝ ¹³ ë³ Ï³Ý
Ù» Ãá¹ Ý» ñáí, Ñ³ë ï³ï í» óÇÝ ·» Ý» ïÇ Ï³ Ï³Ý í»ñ Éáõ Íáõ ÃÛ³Ý ³ñ¹ ÛáõÝù Ý» ñáí, Ñ³ Ù³ å³ ï³ë -
Ë³ Ý³ μ³ñ áñ å»ë Bacillus subtilis ¨ Bacillus megaterium: Ã 50, áñÁ Ý³ Ë³ å»ë ÝáõÛ Ý³ Ï³ Ý³ó -
í»É ¿ñ áñ å»ë Halobacteriaceae ÁÝ ï³ ÝÇ ùÇ Ý»ñ Ï³ Û³ óáõ óÇã, ·» Ý» ïÇ Ï³ Ï³Ý í»ñ Éáõ Íáõ ÃÛ³Ý
³ñ¹ ÛáõÝ ùáõÙ ÝáõÛ Ý³ Ï³ Ý³ó í»ó áñ å»ë Chromohalobacter marismortui: Â»ñ Ùá ýÇ É» ñÇ ßï³ Ù» -
ñÁ, áñáÝù ¹³ ë³ Ï³Ý »Õ³ Ý³Ï Ý» ñáí ÝáõÛ Ý³ Ï³ Ý³ó í»É ¿ÇÝ áñ å»ë Bacillus stearothermophilus
¨ Bacillus circulans, ·» Ý» ïÇ Ï³ Ï³Ý í»ñ Éáõ Íáõ ÃÛ³Ý ³ñ¹ ÛáõÝù Ý» ñáõÙ ÝáõÛ Ý³ Ï³ Ý³ó í» óÇÝ áñ -
å»ë Geob. caldoxylosilyticus ¨ Geob. thermoglucosidasius Ñ³ Ù³ å³ ï³ë Ë³ Ý³ μ³ñ:

PERSPECTIVES OF USING GENETIC METHODS IN IDENTIFICATION 
OF BACTERIAL SPECIES
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For the development of genetics and molecular biology as well as for more accurate identification of
microorganisms, molecular and genetic methods are widely used together with classical methods. In this
work we have shown comparative differences in identifications of the following five strains: M11, M14,
T 9-1, T 115-6, Ã  50 [1, 2]. By Berge [3] they have belonged to the following five species: M 11 was more
similar to Bacillus subtilis, M 14 to Bacillus megaterium, T 9-1 to Bacillus stearothermophilus, T 115-6
to Bacillus circulans, and Ã  50 identified as species of Halobacteriaceae family.

With our colleagues from Institute of Biomedical Investigations at National Autonomous University
of Mexico we have analyzed the sequences of nucleotides of 16S rDNA of those strains for precise iden-
tification. For strains M11 and M 14 results have been the same as in result of using classical methods.
Strain G 50, preciously described as species belonged to Halobacteriaceae family, in result of genetic
analysis turned out as Chromohalobacter marismortui bacteria. Strains of thermofils in result of genetic
analysis have identified as Geob. caldoxylosilyticus Geob. thermoglucosidasius.




