
БИОТЕХНОЛОГИЯ, 2023, том 39, № 5, с. 44–51

44
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Разработан метод молекулярного серотипирования штаммов Bacillus turingiensis, основанный на
сравнении нуклеотидных последовательностей консервативных участков гена flaA пяти сероваров
этого вида Bacillus: sotto, kurstaki, israilensis, berliner и morrisoni. Для ампдификации целевого фрагмента
ДНК сконструирован набор праймеров, универсальных для всех исследованных сероваров B. turingien-
sis. Разработан алгоритм отнесения штамма к тому или иному серовару по степени гомологии нук-
леотидной последовательности консервативного участка гена flaA. Валидацию метода проводили на
сероварах 11 штаммов B. turingiensis из коллекции Национального биоресурсного центра “Всерос-
сийской коллекции промышленных микроорганизмов” (БРЦ ВКПМ). Полученные результаты по
молекулярному серотипированию полностью совпали с данными серологических методов.
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Bacillus thuringiensis ‒ объект постоянного ин-
тереса микробиологов из-за высокоэффективных
инсектицидных свойств этого вида бактерий
[1, 2], благодаря чему его штаммы используются
для получения биологических препаратов. Наи-
более широко принятая система классификации
штаммов B. thuringiensis основана на жгутиковых
(H) антигенах [3, 4]. Предполагают, что жгутики
обеспечивают специфический контакт с опреде-
ленными отрядами насекомых [5, 6]. Знание о при-
надлежности к определенному серовару позволит
упростить работу по подбору штаммов B. thurin-
giensis для получения на их основе инсектицид-
ных препаратов специфической направленности
к отдельным отрядам насекомых.

Флагеллин ‒ это белковая субъединица жгути-
ка, обладающая специфичностью к H-антигену.
Это основная молекула, определяющая тот или
иной серотип/серовар бактерий. Традиционно для
серотипирования используют реакцию агглютина-
ции с антителами, специфичными к Н-антиге-
нам. Метод H-серотипирования, используемый в
настоящее время, представляет собой эффектив-
ный инструмент для классификации в том числе
штаммов вида B. thuringiensis. Несмотря на про-
стоту выполнения, этот подход имеет ряд ограни-
чений в случае B. thuringiensis. Традиционное се-

ротипирование ‒ дорогостоящее и трудоемкое
занятие. Этот анализ, во-первых, не исключает
перекрестной реактивности антисывороток с раз-
ными серогруппами; во-вторых, антисыворотки
доступны только в специализированных лабора-
ториях; в-третьих, состав антител в препаратах мо-
жет варьировать от партии к партии [7]. Кроме того,
есть и другие тонкости: штаммы, не имеющие па-
распорального включения, автоматически могут
считаться видом Bacillus cereus; некоторые штам-
мы B. thuringiensis способны к спонтанной агглю-
тинации (“аутоагглютинируемые штаммы”) [4].
Разработка простых молекулярных подходов поз-
волит решать такие задачи.

Методы молекулярного серотипирования, как
правило, основаны на генетических мишенях. Так,
специфичность Н-антигенов B. thuringiensis может
стать альтернативой традиционному серотипиро-
ванию. Молекулярные методы разработаны для
серотипирования Escherichia coli. Молекулярное
Н-типирование основано на различиях в первич-
ной структуре гена fliC, который кодирует белок
флагеллин [8]. Известно, что N- и C-концы флагел-
лина E. coli очень консервативны, поэтому разли-
чия в H-типах этой бактерии обусловлены разли-
чиями в центральной области аминокислотной
последовательности антигена [9]. Аналогичным об-
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разом структурирован ген флагеллина B. thuringien-
sis [10]. Для дифференциации H-типов E. coli раз-
работан метод ПЦР, нацеленный на вариабель-
ную область гена fliC [11].

В случае с B. thuringiensis также предпринима-
лись попытки применения молекулярных подхо-
дов для внутривидовой идентификации. Так, аль-
тернативой серотипированию может стать метод
случайно амплифицированной полиморфной ДНК
(random amplified polymorphic DNA, RAPD) [12].
Авторы пытались адаптировать метод для опреде-
ления серотипов, но, по-видимому, он требует
доработки, так как из 57 исследованных серова-
ров 31 содержал по крайней мере один штамм с
близкородственным или идентичным паттерном
RAPD из другого серовара.

Неоднозначные результаты получены при опре-
делении Н-серотипов B. thuringiensis по генам fliC и
hag [13, 14]. Остается открытым вопрос идентифи-
кации истинного гена флагеллина, кодирующего
серотипспецифический белок B. thuringiensis.

При применении другого подхода, основанного
на анализе мультилокусного типирования последо-
вательностей (multilocus sequence typing, MLST),
установлено лишь частичное соответствие резуль-
татов MLST с использованием 7 генов домашнего
хозяйства (glpF, gmK, ilvD, pta, pur, pycA и tpi) полу-
ченным традиционным серотипированием [15].
По-видимому, MLST не стоит рассматривать в
качестве перспективного метода для определения
серотипа бактериальных штаммов.

Таким образом, разработка простого и универ-
сального метода для серотипирования штаммов
B. thuringiensis остается актуальной задачей. Цель
работы ‒ разработка метода, основанного на мо-
лекулярно-генетическом анализе различий серо-
варов B. thuringiensis.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Реактивы

В работе использованы компоненты питатель-
ных сред: триптон, пептон, дрожжевой экстракт,
глюкоза и агар ‒ компании “Диа-М” (Россия);
ферменты для молекулярных работ фирмы Ther-
mo Fisher Scientific (США); все реактивы марки
“х.ч.” или “ч.д. а.” фирмы “Химмед” (Россия).

Штаммы и условия культивирования
Из коллекции БРЦ ВКПМ НИЦ “Курчатов-

ский институт” были получены следующие
штаммы B. thuringiensis: B-3252, B-3269, B-3270,
B-3360, B-3699, B-4642, B4853, B-4871, B-5689,
B-6306, B-5246 (ATCC 35646) и типовой штамм
B. thuringiensis ser. berliner B-9873 (DSM 2046). Все

штаммы выращивали при температуре 28‒30°С в
среде LB, г/л: триптон ‒ 10; дрожжевой экстракт ‒ 5;
NaCl ‒ 5.

Анализ нуклеотидной последовательности flaA
Известные нуклеотидные последовательно-

сти генов flaA различных сероваров B. thurin-
giensis были взяты из базы данных сервера BV-BRC
(https://www.bv-brc.org/). Анализ нуклеотид-
ных последовательностей проводили с исполь-
зованием сервера BLAST (https://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), множественное вырав-
нивание ‒ с помощью программы ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalW).

Генно-инженерные манипуляции
Хромосомную ДНК из клеток B. thuringiensis

выделяли с использованием набора регентов
ДНК-экспресс (“Синтол”, Россия). Выделение
и очистку ПЦР-продуктов проводили с исполь-
зованием набора GeneJET Gel Extractin Kit
(#KO692; Thermo Fisher Scientific). Все стандарт-
ные манипуляции проводили по соответствую-
щим протоколам [16].

ПЦР
Амплификацию гена flaA проводили методом

ПЦР с праймерами fla1f и f la-392r по стандартной
методике [17]. Режим проведения реакции: 3 мин
при 95°С, 35 циклов [30 c при 95°С, 30 c при 57°С,
1 мин 30 с при 72°С], 5 мин при 72°С.

ПЦР-продукты анализировали методом элек-
трофореза в 1.0%-ном агарозном геле при напря-
женности электрического поля 5 В/см.

Секвенирование фрагментов ДНК
Секвенирование проводили на автоматическом

секвенаторе АЕ3000 (Applied Biosystems, США) с
использованием набора реагентов BigDye Termi-
nator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор гена-мишени для разработки метода 

молекулярного серотипирования
Предварительно мы провели анализ доступ-

ных нуклеотидных последовательностей генов,
кодирующих флагеллины 5 сероваров бактерий
B. thurivgiensis. Следует заметить, что число этих
генов у разных подвидов B. thurivgiensis может раз-
личаться: локусы содержат от 2 до 5 генов, кото-
рые, находятся в одном опероне [10, 18]. Для ис-
следований мы выбрали последовательность пер-
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вого гена оперона ‒ flaA, ‒ который обнаружен у
представителей всех подвидов B. thurivgiensis, и
проанализировали доступные на ресурсе BV-BRC
(Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center:
https://www.bv-brc.org/) нуклеотидные последо-
вательности этого гена для штаммов различных
сероваров этого вида бактерий (табл. 1).

В результате проведенного филогенетического
анализа выявлено, что последовательности гена
flaA существенно различаются внутри каждого се-
ровара как по длине, так и по нуклеотидному соста-
ву. Так, длина всех проанализированных после-
довательностей flaA серовара israelensis составляла
852 п.н. c гомологией 100%, серовара berliner –
1146 п.н. с гомологией 100%, серовара morrisoni –
1122 п.н. с гомологией 100%, серовара sotto –
1104 п.н. с гомологией 100%, серовара kurstaki – от
831 до 843 п.н. с гомологией от 92 до 100%. Гомо-

логия между последовательностями этого гена
для различных сероваров не превышала 60%.

С помощью программы ClustalW Multiple Se-
quence Alignment проведено множественное вы-
равнивание нуклеотидных последовательностей
полноразмерных генов flaA из штаммов различ-
ных сероваров. В результате проведенного анали-
за была идентифицирована область в пределах
первых 400 п.н., консервативная для всех иссле-
дуемых штаммов.

Результат выравнивания нуклеотидных после-
довательности консервативных областей гена flaA
разных сероваров приведен в табл. 2.

Из представленных данных видно, что гомоло-
гия нуклеотидных последовательностей консер-
вативных областей гена flaA различных сероваров
B. thuringiensis составляет от 72.7 до 95.15%, тогда
как гомология внутри серовара находится в ин-

Таблица 1. Штаммы B. thuringiensis с известной последовательностью гена flaA 
Table 1. B. thuringiensis strains with known flaA gene sequence

Вид Серовар Название штамма BV-BRC ID

B. turingiensis berliner Bt407 fig|1434.3.peg.2727

B. turingiensis berliner ATCC 10792 fig|527031.3.peg.3305

B. turingiensis israelensis 4Q7 fig|1430.6.peg.1237

B. turingiensis israelensis BGSC 4Q7 fig|1430.37.peg.4411

B. turingiensis israelensis AM65-52 fig|1430.25.peg.1664

B. turingiensis israelensis AR23 fig|1430.39.peg.1619

B. turingiensis israelensis DE0030 fig|1430.33.peg.2512

B. turingiensis israelensis KNU-26 fig|1430.38.peg.13

B. turingiensis israelensis 4Q1 fig|1430.23.peg.2820

B. turingiensis morrisoni HD 600 fig|1441.3.peg.4750

B. turingiensis morrisoni 4AA1 fig|1461024.5.peg.1737

B. turingiensis morrisoni BGSC 4AA1 fig|1441.4.peg.1753

B. turingiensis morrisoni BGSC 4K1 fig|1441.12.peg.6589

B. turingiensis sotto T04001 fig|527026.3.peg.5562

B. turingiensis sotto NRRL B-18679 fig||29340.4.peg.2698

B. turingiensis sotto BGSC 4E3 fig|29340.3.peg.5908

B. turingiensis kurstaki BGSC 4D4 fig|29339.75.peg.2369

B. turingiensis kurstaki 7.1o fig|29339.74.peg.3515

B. turingiensis kurstaki 7.2o fig|29339.74.peg.3516

B. turingiensis kurstaki 7.3o fig|29339.74.peg.3517
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тервале 97.19‒100.00%. Такая степень гомологии
позволяет использовать эту область гена flaA для
идентификации различных сероваров B. thurivgien-
sis ‒ путем сравнения нуклеотидных последова-
тельностей.

Таким образом, выбрана генетическая мишень
для разработки метода молекулярного серотипи-
рования штаммов B. thurivgiensis.

Дизайн универсальных праймеров
На основании нуклеотидных последовательно-

стей консервативных областей гена flaA были подо-
браны универсальные праймеры: fla1f и fla-392r
(табл. 3) ‒ для наработки фрагмента ДНК разме-
ром 392 п.н., его секвенирования и последую-
щего молекулярного серотипирования штам-
мов B. thurivgiensis.

Метод молекулярного серотипинования 
штаммов B. thuringiensis

На основе теоретического анализа доступ-
ных нуклеотидных последовательностей гена flaA
B. turingiensis пяти серотипов: sotto, kurstaki, is-
railensis, berliner и morrisoni ‒ разработан метод
молекулярного серотипирования этого вида бак-
терий. Метод включает следующие этапы:

1. Используя хромосомную ДНК исследуемых
штаммов B. turingiensis в качестве матрицы и уни-
версальные праймеры fla1f и f la-392r, проводят
наработку ПЦР-фрагментов консервативной час-
ти гена flaA.

2. Амплифицированные фрагменты ДНК сек-
венируют и анализируют нуклеотидную последо-
вательность.

3. Используя биоинформатический анализ,
сравнивают целевые нуклеотидные последователь-
ности с таковыми для гена flaA известных сероваров
B. turingiensis. Критерием отнесения штамма к опре-
деленному серовару считается гомология не менее
97%.

Валидация метода молекулярного 
серотипирования B. thuringiensis

Разработанный метод молекулярного сероти-
пирования апробирован на штаммах B. thuringien-
sis из коллекции БРЦ ВКПМ, серовар которых не
был известен. В качестве контрольных использо-
вали штаммы известных сероваров: B. thuringiensis
ser. berliner ВКПМ В-9873 (DSM 2046) и B. thurin-
giensis ser. israelensis ВКПМ В-5246 (ATCC 35646).

Хромосомная ДНК исследуемых штаммов бы-
ла использована в качестве матрицы для проведе-
ния ПЦР с праймерами fla1f и f la-392r. Во всех

случаях были наработаны фрагменты ДНК разме-
ром 392 п.н. Амплифицированные фрагменты се-
квенировали. Полученные нуклеотидные последо-
вательности (приведены на рис. S1 Дополнитель-
ных материалов) сравнивали с консервативными
участками гена flaA штаммов B. thuringienis различ-
ных сероваров. Результаты приведены в табл. 4.

Согласно результатам сравнительного анали-
за, нуклеотидный состав консервативных после-
довательностей гена flaA позволяет определить се-
ровар B. thuringiensis (табл. 5). Так, штаммы ВКПМ
В-3360, В-5689, В-4642, В-3699, В-9873 можно от-
нести к серовару berliner, так как их последователь-
ности на 100% гомологичны штамму B. thuringiensis
ser. berliner, а гомология с другими сероварами не
превышает 96%. Штаммы ВКПМ B-4853 и В-4871
относятся к серовару morrisoni (гомология 100% с
B. thuringiensis ser. morrisoni); штаммы ВКПМ B-
3252 и В-3269 – к серовару sotto (гомология 100% с
B. thuringiensis ser. sotto); штамм ВКПМ B-5246 – к
серовару israelensis (гомология 100% с B. thuringien-
sis ser. israelensis); штамм ВКПМ B-3847 – к серовару
kurstaki (гомология 97.07% B. thuringiensis ser.
kurstaki). Серовары контрольных штаммов ВК-
ПМ В-9873 (DSM 2046) и ВКПМ В-5246 (ATCC
35646), определенные разработанным методом,
совпали с результатами серологического анализа.

Таким образом, можно сделать вывод, что раз-
работанный нами метод молекулярного сероти-
пирования штаммов B. thuringiensis специфичен.
Это подтверждено соответствием полученных ре-
зультатов с данными серологических методов для
контрольных штаммов.

H-cеротипирование по-прежнему остается са-
мым распространенным методом для классифи-
кации штаммов B. thuringiensis, хотя по сравнению
с ним представленный здесь метод имеет важное
преимущество: он не ограничен наличием и со-
ставом антисывороток. Для таксономической
классификации нового штамма B. thuringiensis до-
статочно определить нуклеотидную последова-
тельность консервативной области гена flaА, ис-
пользуя пару универсальных праймеров.

Метод молекулярного серотипирования раз-
работан и апробирован на штаммах B. thuringiensis
сероваров sotto, kurstaki, israilensis, berliner и morri-

Таблица 3. Универсальные праймеры для серотипи-
рования штаммов B. thuringiensis
Table 3. Universal primers for serotyping B. thuringiensis strains

Праймер Последовательность, 5' → 3' Длина, п.н.

fla1f atgagaattaatacaaacatt 21

fla-392r ttaaactctgtgtttttagaaat 23
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soni, возможность его применения для других се-
роваров B. thuringiensis будет установлена в даль-
нейших исследованиях.
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Molecular Serotyping of Bacillus turingiensis
E. V. Patrushevaa, #, L. N. Borshchevskayaa, A. A. Kanikovskaya, and S. P. Sineokya
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Scientific Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia
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Abstract‒A method for molecular serotyping of Bacillus turingiensis strains has been developed. It is based on
comparison of nucleotide sequences of conserved regions of the flaA gene in five B. turingiensis serovars: sotto,
kurstaki, israilensis, berliner, and morrisoni. For amplification of the target DNA fragment, a set of primers
universal for all studied serovars of B. turingiensis was designed. For assigning a strain to a particular serovar,
a new algorithm based on the degree of homology of the conserved flaA region was developed. Validation of
the method was carried out on 11 strains of B. turingiensis from the collection of the National Bioresource
Center “Russian National Collection of Industrial Microorganisms” (VKPM). The results obtained by mo-
lecular serotyping fully coincided with the data of serologic methods.

Keywords: Bacillus thuringiensis, serovar, taxonomic identification, primer, flaA, f lagellin
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