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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ МЕТОДОВ ГЕНЕТИЧЕСКОГО 
ТИПИРОВАНИЯ Bacillus anthracis
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Генетическое типирование возбудителя сибирской язвы применяется в эпидемиологических рассле-
дованиях вспышек инфекции и служит инструментом изучения эволюции этого патогенного вида.
Изучены аналитические, технические и экономические возможности наиболее распространенных
современных методов генетического типирования B. anthracis на основе собственных и литературных
данных. Установили, что canSNP-генотипирование выделяет у 23 штаммов B. anthracis 10 генотипов
с индексом разнообразия DI 0.8261. DI для MLST составляет не более 0.5495–0.5790 в зависимости
от выборки штаммов. DI для MLVA-15, 25 и 31 одинаков и равен 0.9881. Анализ SNP коровой области
геномов 181 штамма обеспечивает самую высокую дискриминацию (DI = 1). MVLST с DI, равным
0.9960, как и SNR-анализ, выявляет различия между генотипами изолятов из одной вспышки.
CanSNP13-генотипирование вполне достаточно в качестве предварительного этапа генотипирова-
ния для разделения штаммов на основные генетические линии. MLST B. anthracis нецелесообразно
ввиду малой разрешающей способности и трудоемкости, а MVLST, несмотря на высокую разреша-
ющую способность, – из-за длительности и трудоемкости исследования. Идентичность изолятов из
одной вспышки сибирской язвы можно подтвердить методами MLVA15–31, тонкие различия между
ними – методами анализа SNR и SNP коровой области генома.
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Сибирская язва распространена глобально,
исключая часть северных регионов, Новую Зелан-
дию и небольшие островные территории. Значи-
мость этой инфекции определяется вспышками
природной этиологии, приводящими к падежу
скота и заболеванию людей. Молекулярное типи-
рование B. anthracis в практических целях призва-
но определить географическое происхождение
штамма и источник инфекции. Теоретические
аспекты молекулярного типирования связаны с
развитием представлений об эволюции B. an-
thracis как патогенного вида.

Современные методы генетического типиро-
вания сибиреязвенного микроба эксплуатируют
несколько стратегий.

Одна из них основана на анализе областей ге-
нома с вариабельным числом тандемных повто-
ров (VNTR-локусов и SNR-локусов с единич-
ными нуклеотидными повторами – поли A/T
трактов). VNTR-типирование B. anthracis, начи-
ная с анализа единственного VNTR-локуса vrrA,

описанного Andersen et al. [1], получило развитие
в схемах многолокусного анализа областей гено-
ма с вариабельным числом тандемных повторов
(MLVA), различающихся количеством анализи-
руемых локусов, и позволило получить первое
представление о генетической структуре глобаль-
ной популяции этого патогена [2–6]. Использо-
ванию MLVA B. anthracis посвящена обширная
литература [7–21]. SNR-типирование в силу наи-
более высокой разрешающей способности дало
возможность различать даже изоляты штамма,
выделенные в ходе одной вспышки сибирской яз-
вы [22–27].

Другая стратегия реализуется в методах иссле-
дования единичных нуклеотидных вариантов по-
лиморфизма (SNP) – однонуклеотидных замен в
разных областях генома. Секвенирование фраг-
ментов нескольких генов “домашнего хозяйства”
(MLST) широко используется в генотипировании
многих патогенов, наборы анализируемых генов
разнообразны, но данные о типировании B. an-
thracis ограничены и представлены в двух базах
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данных: Bacillus cereus MLST Databases (https://
pubmlst.org/bcereus/) и Bacillus cereus group MLST +
+ AFLP + MLEE Oslo Typing Databases (http://mls-
toslo.uio.no/). Анализ 13 локусов с так называемыми
“каноническими” SNP (canSNP-анализ) дает воз-
можность определить принадлежность штамма к
одной из 12 подгрупп трех основных генетических
линий A, B и C [28]. Увеличение числа анализируе-
мых canSNP до 27 оказалось полезным для быстро-
го отнесения изолята к одной из возросшего числа
подгрупп основных генетических линий и опреде-
ления его филогенетического положения в суб-
структуре популяции B. anthracis [29]. Полногеном-
ное секвенирование (WGS) дает возможность
идентифицировать множество SNP при сравне-
нии геномов нескольких штаммов. Коровый ге-
ном (ядро генома) определяют как совокупность
нуклеотидных последовательностей (или генов),
которые присутствуют в каждом геноме выборки,
его определяют путем попарного выравнивания
полногеномных последовательностей всех гено-
мов выборки с помощью специализированного
программного обеспечения. SNP коровой области
генома представляют собой единичные нуклео-
тидные полиморфные варианты, локализованные
в гомологичных нуклеотидных последовательно-
стях всех геномов выборки. Существуют также
программы, позволяющие на основе коровых SNP
провести филогенетический анализ [30, 31]. Ана-
лиз SNP полного генома B. anthracis использован в
ряде работ [32–35].

Многолокусное секвенирование нескольких
генов факторов патогенности, получившее назва-
ние MVLST (Multivirulence-locus sequence typing),
было применено для типирования Listeria monocy-
togenes, Vibrio cholerae, Salmonella enterica и Staphy-
lococcus aureus [36]. Такой подход, выявляющий
вариабельность, вносимую SNP и инсерция-
ми/делециями (инделами), использован нами
для анализа последовательностей генов факторов
патогенности B. anthracis [37, 38].

Для многих методов типирования существуют
или создаются базы данных, позволяющие сравни-
вать генотипы штаммов, созданы компьютерные
программы для биоинформационного и филогене-
тического анализов.

При эпидемиологическом расследовании
вспышки сибирской язвы на Ямале в 2016 г. на-
ми для генотипирования изолятов B. anthracis
использованы все упомянутые методы, кроме
MLST [37, 38]. Полученные результаты дали
определенное представление о возможностях
этих методов, однако необходимо более полное
исследование с расширением набора штаммов и
анализируемых методов. Дискриминирующие
возможности вариантов MLVA B. anthracis описа-
ны только в работе Thierry et al. [6] и с цитатой из
этой статьи в только что опубликованном обзоре

Тимофеева и др. [21], но относительно других ме-
тодов генотипирования таких данных нет.

Цель исследования – оценить аналитические,
технические и экономические возможности ме-
тодов генетического типирования B. anthracis на
основе собственных и литературных данных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы и геномы микроорганизмов

Использовали 13 штаммов B. anthracis (№ 1–13)
и полные нуклеотидные последовательности се-
квенированных нами 19 штаммов (№ 1–19) из
коллекции патогенных микроорганизмов ФКУЗ
Ставропольский противочумный институт Рос-
потребнадзора (табл. 1), а также нуклеотидные
последовательности штаммов из базы данных
GenBank и MLVA-генотипы из базы данных MLVA-
bank for Microbes Genotyping (http://microbesgeno-
typing.i2bc.paris-saclay.fr/databases/view/655). Вы-
борки из геномов 23, 57, 101, 181 и 540 штаммов
B. anthracis формировали для сравнения получае-
мых значений индекса разнообразия в зависимо-
сти от объема выборки и степени молекулярного
разнообразия штаммов (табл. 2). В выборку из 23
генетически разнообразных штаммов входили ге-
номы 13 штаммов из коллекции Ставропольского
противочумного института и 10 штаммов – из
GenBank, представляющие 10 из 12 canSNP13-под-
групп. Эта выборка была также составной частью
выборок из 181 и 540 геномов. Выборку из 181 гено-
ма формировали доступные полные геномы штам-
мов из GenBank и геномы секвенированных нами
19 штаммов. Выборку из 540 MLVA31-генотипов
составляют, помимо выборки из 23 штаммов, все
представленные в базе данных MLVAbank for Mi-
crobes Genotyping. Выборки из 57 и 101 штамма
включают все MLST-генотипы штаммов B. an-
thracis из баз данных Bacillus cereus MLST Databas-
es и Bacillus cereus group MLST + AFLP + MLEE
Oslo Typing Databases соответственно.

Молекулярное типирование

Для MLVA-генотипирования использовали
схемы MLVA7 [6], MLVA8 [2], MLVA15 [28],
MLVA25 [4], MLVA31 [5], праймеры и параметры
ПЦР-амплификации, приведенные в цитируе-
мых работах. Размеры ампликонов определяли
гель-электрофорезом и секвенированием по Сэн-
геру.

CanSNP13-генотип (ГТ) штаммов из нашей
коллекции определяли методом сайт-специфиче-
ской амплификации в ПЦР в режиме реального
времени с LNA-модифицированными зондами
[39], используя последовательности ПЦР-прай-
меров, зондов и схему генотипирования, описан-
ные в работе [28]. LNA-модификация и синтез
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Таблица 1. CanSNP13-генотипы 23 штаммов B. anthracis

№ п.п. Штамм
B. anthracis

Место выделения Год выделения Доступ
в GenBank CanSNP13-генотип

1 1342/12 Россия, ЯНАО 2016 Нет B.Br. 001/002
2 1339/24 Россия, ЯНАО 2016 » B.Br. 001/002
3 1051/35 Россия, г. Уфа 1935 » B.Br. 001/002
4 14/41 Россия, Дагестан 1963 » B.Br. 001/002
5 1284 Россия, г. Омск 2010 » B.Br. 001/002
6 140П Россия, Тверская область 1979 » B.Br. 001/002
7 81/1 Россия, Ставропольский край 1969 » A.Br.008/009
8 1266 Россия, Ставропольский край 2006 » A.Br.008/009
9 1269 Россия, РСО-А 2007 » A.Br.008/009

10 1(СО) Россия, РСО-А 1968 » A.Br.008/009
11 1307 Россия, Ставропольский край 2013 » A.Br.008/009
12 1322 Россия, Ставропольский край 2013 » A.Br.008/009
13 И-271 Россия, Якутская АССР 1980 » A.Br.001/002
14 312/163 Азербайджан 1978 » A.Br.Aust94
15 737/10 Грузия 1984 » A.Br.Aust94
16 1 Украина 1967 » A.Br.005/006
17 228/269 Российская Федерация 1977 » A.Br.008/009
18 140Пcap-б/м Вариант штамма 140П 1980 » A.Br.008/009
19 12/16 Россия, Дагестан 1957 » B.Br. 001/002
20 Ames Ancestor США, Техас 1981 NC_007530.2; 

NC_007322; 
NC_007323.3

A.Br.Ames

21 HYU01 Корея 2009 NZ_CP008846.1; 
NZ_CP008847.1; 
NZ_CP009339.1

B.Br. 001/002

22 Canadian bison Канада Неизвестен NZ_CP010322.1; 
NZ_CP010321.1; 
NZ_CP010320.1

A.Br.WNA

23 Ohio ACB США » NZ_CP009341.1;
NZ_CP009340.1; 
NZ_CP009339.1

A.Br.Aust94

24 K3 ЮАР » NZ_CP009331.1; 
NZ_CP009330.1; 
NZ_CP009329.1

A.Br.005/006

25 2002013094 США 1956 NZ_CP009902.1; 
NZ_CP009901.1; 
NZ_CP009900.1

C.Br.A1005

26 Vollum 1B США 1951 NZ_CP009328.1; 
NZ_CP009327.1; 
NZ_CP009326.1

A.Br.Vollum

27 CNEVA-9066 Франция Неизвестен AAEN01.1.fsa_nt.gz B.Br.CNEVA
28 SVA11 Швеция » NZ_CP006742.1; 

NZ_CP006743.1; 
NZ_CP006744.1

B.Br.001/002

29 A16 Китай » NZ_CP009331.1; 
NZ_CP009330.1; 
NZ_CP009329.1

A.Br.001/002
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олигонуклеотидов выполнены фирмой “ДНК-
синтез” (Россия). CanSNP27-ГТ определяли,
ориентируясь на координаты canSNP-локусов в
геноме референс-штамма B. anthracis Ames Ances-
tor и праймеры из работы [29]. Сравнивали получа-
емые in silico ампликоны этого штамма и исследуе-
мых штаммов с помощью ресурса NCBI BLASTn
(www.blast.ncbi.nlm.nih.gov). CanSNP13-ГТ для по-
следовательностей штаммов из GenBank опреде-
ляли in silico, пользуясь online ресурсом MLVA-
bank for Microbes Genotyping по адресу http://ml-
va.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/insilico.php. MLVA
ГТ типированных нами штаммов сравнивали с
представленными в online базе данных MLVAbank
for Microbes Genotyping по адресу http://mi-
crobesgenotyping.i2bc.paris-saclay.fr/databases/view/
655. Филогенетический анализ результатов MLVA
проводили в программе FYLOViZ 2.0. Коровый
геном по данным черновой сборки полногеном-
ного секвенирования (ПГС) был получен путем
множественного выравнивания полных геном-
ных последовательностей секвенированных нами
19 штаммов и 162 штаммов из GenBank в про-
грамме REALPHY (https://realphy.unibas.ch/fc-
gi/realphy). MVLST и анализ SNR-локусов по дан-
ным ПГС штаммов из нашей коллекции, а также
геномов штаммов из GenBank проводили in silico,
сравнивая с последовательностями генов штамма

B. anthracis Ames Ancestor c использованием ре-
сурса NCBI BLASTn, праймеров к четырем SNR-
локусам HM1, HM2-2, HM6 и HM13 [24]. MLST
штаммов B. anthracis проводили in silico с фраг-
ментами генов glp, gmk, ilv, pta, pur, pyc, tpi схемы
Priest et al. (2004), поскольку она представлена в
двух базах данных: Bacillus cereus MLST Databases
(https://pubmlst.org/bcereus/) и Bacillus cereus
group MLST + AFLP + MLEE Oslo Typing Databas-
es (http://mlstoslo.uio.no/). Для филогенетическо-
го анализа методами MVLST и MLST последова-
тельности каждого из генов всех штаммов вырав-
нивали в программе CLC Sequence Viewer Version
7.0, матрицы соответствующих генов объединяли
в одну последовательность в программе Unipro
UGENE v1.20.0, дендрограммы с алгоритмом UP-
GMA строили в программе MEGA 7. Филогене-
тическое дерево по результатам анализа SNP ко-
рового генома построили методом байесовского
филогенетического анализа. Дискриминирую-
щую способность схем молекулярного типирова-
ния определяли по индексу разнообразия Симп-
сона (DI) в описании Hunter & Gaston [40].

Секвенирование по Сэнгеру и капиллярный
фрагментный анализ проводили в автоматиче-
ском ДНК-анализаторе ABI 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, США), полногеномное се-

Таблица 2. Дискриминирующие возможности MLVA, анализа canSNP, SNP коровой области генома, MLST и
MVLST B. anthracis

Cхема
геноти-

пирования

23 штамма 57 штаммов 101 штамм 181 штамм 540 штаммов

DI
число 

генотипов DI
число 

генотипов DI
число 

генотипов DI
число 

генотипов DI
число 

генотипов

canSNP13, 27 0.8260 10 Не определяли Не определяли Не определяли Не определяли

MLST Oxford 7 0.5790 3 0.5495 8

MLST T-H7 Не определяли Не определяли 0.4778 7

MLVA7 0.9585 16 Не определяли 0.6738 61

MLVA8 0.9644 17 0.8611 80

MLVA15 0.9881 20 0.8622 95

MLVA25 0.9881 20 0.8743 149

MLVA31 0.9881 20 0.8748 154

MVLST 0.9960 22 Не определяли

SNP коровой 
области 
генома

Не определяли 1 181
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квенирование (ПГС) – с помощью секвенатора
Ion Torrent PGM.

РЕЗУЛЬТАТЫ
CanSNP-генотипирование

Результаты определения canSNP13-ГТ 23 штам-
мов B. anthracis приведены в табл. 1. Они были
представлены десятью canSNP13-ГТ. Штаммы из
нашей коллекции относились к ГТ A.Br.008/009,
B.Br.001/002 и A.Br.001/002, кроме них ГТ
B.Br.001/002 имели штаммы HYU01 (Корея) и
SVA11 (Швеция), а ГТ A.Br.001/002 – штамм A16
из Китая. Индекс разнообразия для этой схемы
генотипирования и выборки штаммов составлял
0.8261 (табл. 2). CanSNP27-генотипирование вы-
явило также 10 canSNP27-ГТ. Филогенетический
анализ обнаружил минимальные различия в то-
пологии дендрограмм canSNP13 и canSNP27,
прикорневого деления на три основные генетиче-
ские линии не отмечалось (рис. 1, 1).

MLST
Генотипирование на основе генов glp, gmk, ilv,

pta, pur, pyc, tpi провели in silico с использованием баз
данных Bacillus cereus MLST Databases (Oxford 7) и
Bacillus cereus group MLST + AFLP + MLEE Oslo
Typing Databases (T-H7). В первой базе данных нахо-
дилось 57 штаммов, генотипирование выделило во-
семь MLST-генотипов, DI для которых составил
0.5495. Применив эту схему для 23 штаммов из
табл. 1, получили три MLST-генотипа с DI 0.5790.
Во второй базе данных был 101 штамм, относящий-
ся к семи генотипам с DI 0.4778 (табл. 2).

MLVA
Результаты показали, что для выборки из 23

штаммов различия DI были заметными между
двумя группами: MLVA7–8 и MLVA15–31, при
этом MLVA7 и MLVA8 между собой различались
незначительно (0.9585 – 16 ГТ и 0.9644 – 17 ГТ у
23 штаммов соответственно). Схемы MLVA15,
MLVA25 и MLVA31 обладали равной дискрими-
нирующей силой с ID 0.9881 и позволяли диффе-
ренцировать 20 MLVA-ГТ у 23 штаммов (табл. 2).

MLVA31, 25 и 15 выявили идентичность ГТ у
изолятов, выделенных в ходе одной вспышки ин-
фекции. MLVA8 и MLVA7 определяли идентичны-
ми ГТ не только изолятов из одной вспышки, но
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Рис. 1. Кластерный анализ 23 штаммов B. anthracis по
данным: 1 – canSNP13-генотипирования; 2 – MLVA31;
3 – MVLST. Дендрограммы построены по алгоритму
UPGMA. A, B и C – основные генетические линии
B. anthracis. В прямоугольниках и треугольниках при-
ведены обозначения “канонических” SNP13-гено-
типов.
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также изолятов разного географического проис-
хождения и времени выделения. Имелись отличия в
топологии дендрограмм MLVA: прикорневое раз-
деление ГТ на три общепризнанные основные ли-
нии A, B и C [7, 14] прослеживалось для MLVA31,
MLVA25 и MLVA15 (рис. 1, 2), топология дендро-
грамм MLVA7 и MLVA8 не соответствовала этому
делению.

Для выборки из 540 штаммов, в которую кроме
генотипов тех же 23 штаммов вошли MLVA31-ге-
нотипы изолятов разного географического про-

исхождения (США, Корея, ЮАР, Канада, Шве-

ция, Китай, Турция, Греция, Пакистан, Герма-

ния, Бангладеш, Австрия, Бразилия, Ямайка,

Грузия, Намибия), представленные в базе данных

MLVAbank for Microbes Genotyping, максималь-

ный показатель DI соответствовал MLVA31, ми-

нимальный – MLVA7. По данным MLVA31 иден-

тифицировано 154 ГТ. Дендрограмма MLVA31

для 540 штаммов также сохраняла деление на три

генетические линии (рис. 2).

Рис. 2. Кластерный анализ 540 штаммов B. anthracis по данным MLVA31. Дендрограмма построена по алгоритму UPGMA.
Отмечены 23 штамма, генотипы которых определены анализом canSNP, MLVA31 и MVLST. Крупным планом выделе-
ны кластеры дендрограммы, имеющие топологию, совпадающую с топологией ветвей соответствующих штаммов в
дендрограмме MLVA31 23 штаммов (рис. 1).
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MVLST
Исследовали 11 вариабельных структурных и

регуляторных генов хромосомной (htrA, mpvF,
gerSA, gerSC) и плазмидной (pagA, lef, cya, acpA,
acpB, atxA, capA) локализации, имеющих отноше-
ние к факторам патогенности B. anthracis.

SNP встречались во всех генах, кроме atxA,
больше всего их было в генах cya, lef и pagA. Инделов
не было в генах pagA, htrA и mpvF. По совокупности
полиморфных вариантов наиболее вариабельными
были гены cya и lef, т.е. структурные гены отечного и
летального факторов токсинов сибиреязвенного
микроба. Трансверсия A–T в позиции 981 гена pagA
характерна для штаммов из нашей коллекции с
canSNP13-генотипом A.Br.008/009 и была ранее
идентифицирована в последовательности этого
гена у нескольких штаммов [41]. Всего в 11 генах
23 штаммов отмечено 70 вариантов полиморфиз-
ма – 36 SNP и 34 индела. Более всего отличался от
референс-штамма Ames Ancestor штамм B. an-
thracis 2002013094, имевший 20 полиморфных ва-
риантов (18 SNP и 2 индела). MVLST также поз-
волил выявить различия между генотипами изо-
лятов из одной вспышки, показатель DI для 23
штаммов приближался к единице и составлял
0.9960 (табл. 2). Филогенетический анализ поддер-
живал классическое распределение ГТ между тремя
основными генетическими линиями (рис. 1, 3).

Анализ SNP коровой области генома
В анализе использовали полные последова-

тельности геномов 181 штамма B. anthracis, 19 из
которых были секвенированы в ФКУЗ Ставро-
польский противочумный институт, остальные,
представленные окончательными и черновыми
сборками, взяты из GenBank. Идентифицирован
181 ГТ, отличия имели все штаммы, в том числе
изоляты 1342/12 и 1339/24, выделенные в ходе од-
ной вспышки сибирской язвы в 2016 г. на Ямале от
больного человека и от северного оленя, соответ-
ственно. Различия между ними были только в од-
ном SNP в позиции 679227 по референсному гено-
му штамма Ames Ancestor с заменой С → T у изолята
1339/24. Эта замена приводит к аминокислотной за-
мене Gly → Glu в гене glpT, кодирующем транспор-
тер глицерол-3-фосфата. DI для этой выборки со-
ставлял максимально возможное значение 1
(табл. 2). Филогенетический анализ подтверждал
деление ГТ штаммов B. anthracis на три основные
генетические линии, только шесть штаммов из на-
шей коллекции относились к линии B, остальные 13
составляли разные кластеры линии A (рис. 3).

SNR-анализ
Все пары штаммов из одной вспышки (серый

фон) имели идентичный MLVA31-генотип, но их
SNR-генотипы имели отличия (табл. 3). Харак-

терно, что пары изолятов из одной вспышки бы-
ли выделены из разных объектов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Дискриминирующие возможности методов

молекулярного типирования возбудителя сибир-

ской язвы различны. MLST-типирование в силу са-

мого низкого индекса разнообразия не позволяет

адекватно дифференцировать штаммы, трудоемко

и целесообразно только для самой общей их генети-

ческой характеристики. Данные о MLST-генотипах

B. anthracis немногочисленны и представлены в

двух базах данных MLST Bacillus cereus.

CanSNP-генотипирование имеет невысокий

индекс разнообразия, но при этом позволяет

дифференцировать штаммы на 12 генетических

кластеров, представляющих глобальную структуру

популяции B. anthracis, технически несложно и мо-

жет использоваться в качестве быстрого предвари-

тельного теста в эпидемиологическом расследова-

нии с целью определить происхождение штамма,

вызвавшего вспышки, есть возможность сравнения

с международной базой данных canSNP-генотипов.

MLVA15, 25 и 31 имеют высокий индекс разно-

образия, достаточный для дифференциации и

определения идентичности штаммов. В работе

Thierry et al. [6] анализ 130 штаммов из француз-

ской коллекции позволил идентифицировать

35 ГТ MLVA31 и дал меньшие значения DI, чем в

Таблица 3. SNR-аллели штаммов B. anthracis

Штамм

SNR-аллели и размеры повторов

CL10 CL12 CL35 CL33

1342/12 20A 13A 12A 9A

1339/24 18A 12A 11A 9A

Ames Ancestor 16A 15A 15A 35A

1266 17A 14A 14A 14A

1269 16A 13A 13A 14A

1307 16A 15A 14A 20A

1322 17A 21A 15A 22A
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нашем исследовании, для всех схем MLVA. При

этом показатель для MLVA7 (0.8551) оказался вы-

ше, чем для MLVA8 (0.7259), что послужило осно-

ванием рекомендовать схему MLVA7 в качестве

возможности быстро получить результаты, хоро-

шо коррелирующие со схемой MLVA31, без ис-

пользования капиллярного электрофореза [6]. В

нашей работе схема MLVA7 всегда была менее

дифференцирующей, чем все остальные. Суще-

ственно, что в нашей выборке из 540 изолятов

B. anthracis 491 выделен только в трех странах –

Франция, Италия и Намибия, в связи с чем DI для

всех схем был ниже, чем в выборке из 23 генети-

чески разнообразных штаммов, и ближе к значе-

ниям, полученным в работе [6].

Поддерживается и пополняется база данных

MLVAbank for Microbes Genotyping, содержащая

генотипы штаммов из разных стран. Технология

MLVA хорошо отработана, но анализ 31 VNTR-ло-

куса отнимает достаточно много времени и средств.

Кроме того, существует определенная сложность с

конвертацией размеров аллелей локусов MLVA,

получаемых при фрагментном анализе в парах

оснований, в цифровой код, означающий число

повторов, который используется в базе данных

MLVAbank for Microbes Genotyping [6].

Рис. 3. Кластерный анализ 181 штамма B. anthracis по данным SNP-типирования коровой области генома. Филогене-
тическое дерево построено методом байесовского филогенетического анализа. Жирным курсивом отмечены штаммы,
секвенированные в ФКУЗ Ставропольский противочумный институт Роспотребнадзора. Прямоугольниками выделе-
ны штаммы, анализ которых проведен методами анализа canSNP, MLVA31 и MVLST.
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MLST, canSNP-типирование и MLVA не поз-

воляли различить изоляты из одной вспышки. Воз-

можность дифференцировать изоляты из одной

вспышки дает MVLST, что может быть связано с

тем, что мутации в генах факторов патогенности не

являются, в отличие от большинства генов домаш-

него хозяйства, селективно нейтральными и воз-

никают с более высокой частотой. DI этого мето-

да максимальный для выборки из 23 штаммов и

составляет 0.9960. Комплексный анализ SNP и де-

леций/инсерций (SNV), подобный примененному

нами MVLST, дал возможность провести генетиче-

ский эпидемиологический анализ штаммов, выде-

ленных в ходе одной вспышки из разных источни-

ков [42]. Практическая реализация MVLST затруд-

нительна в той же мере, что и MLST, из-за

необходимости секвенирования нескольких фраг-

ментов каждого из генов и отсутствия баз данных.

Молекулярное типирование на основе анализа

высоковариабельных SNR-локусов выявляет

тонкие различия между изолятами одного штам-

ма, имеющими один и тот же MLVA-генотип, что

подтверждается нашими данными о парах изоля-

тов B. anthracis (1342/12 и 1339/24), (1266 и 1269) и

(1307 и 1322), каждая из которых выделена в ходе

отдельной вспышки сибирской язвы. Аналогич-

ный анализ разделил 47 изолятов из одной

вспышки в Южной Дакоте (США) на шесть гено-

типов [25]. Показано, что 53 изолята одного

штамма из эпизоотии летом 2004 г. в Италии диф-

ференцировались на пять генотипов при анализе

четырех SNR-локусов [27]. Дифференциация

изолятов из одной вспышки при SNR-генотипи-

ровании может быть осуществлена методом фраг-

ментного капиллярного анализа.

Сравнение результатов филогенетического

анализа данных молекулярного типирования ме-

тодами MLVA, MVLST, SNP-типирования коро-

вой области генома показывает их совпадение

между собой и с полученными результатами дру-

гих авторов, подтверждая корректность прове-

денного исследования.

Следует отметить, что штаммы 14/41, 12/16 и

140П, выделенные в европейской части России, в

отличие от других выделенных там же штаммов и

принадлежащих к основной линии A кластеризо-

вались вместе со штаммами из азиатской части и

принадлежали к основной линии B. Эта законо-

мерность проявлялась при всех методах молеку-

лярного типирования и отмечалась нами ранее

[43]. Штаммы 14/41, 12/16 и 140П были атипич-

ными по ряду признаков, но типичный штамм

140Пcap-б/м, выделенный из популяции штамма

140П при пассировании через организм белых

мышей, входил вместе со штаммами из европей-

ской части в один из кластеров основной линии А

(рис. 3).

Полногеномное секвенирование дает исчер-

пывающую информацию о геноме и в состоя-

нии заменить другие методы молекулярно-ге-

нетического типирования, так как на его осно-

ве можно определить SNP-, SNR-, MLST-,

MVLST- и MLVA-генотипы штаммов B. anthracis
in silico. Его использование ограничивается только

высокой стоимостью оборудования, уже сейчас по

материальным затратам и скорости выполнения

анализ SNP коровой области генома сопоставим

с MLVA, обеспечивая высочайшую степень дис-

криминации штаммов и становясь основным

методом молекулярно-генетического типирова-

ния B. anthracis.

Результаты филогенетического анализа с

представительной выборкой штаммов дают воз-

можность предположить географическое проис-

хождение изолята. Для этого необходимо создание

национальной базы данных геномов штаммов

B. anthracis, поскольку в базе данных GenBank ге-

номы штаммов российского происхождения до

последнего времени были представлены только

тремя вакцинными штаммами. Большинство

штаммов из нашей коллекции, относящихся к

линии A, кластеризуются в одной субкладе с рос-

сийским вакцинным штаммом Ценковского

(“Tsiankovskii”), китайским вакцинным штаммом

Cvac02 и штаммом K3974 из Словакии, что может

указывать на общность происхождения этих

штаммов (рис. 3).

Таким образом, разные методы молекулярно-

го типирования B. anthracis дают информацию

определенного содержания, так как отражают из-

менения в геноме, связанные с разного рода мута-

циями, различающимися частотой возникновения

и стабильностью. Поэтому выбор схем генотипи-

рования должен определяться целью исследова-

ния. Располагая набором методов генотипирова-

ния с разной разрешающей способностью и слож-

ностью выполнения, можно остановиться на тех

из них, которые наиболее соответствуют цели ис-

следования и наличию необходимого оборудова-

ния. MLVA31 обеспечивает высокую дискримини-

рующую способность, достаточную для определе-

ния принадлежности изолятов B. anthracis к одной

вспышке сибирской язвы, дифференциация между

ними возможна с использованием анализа SNP

коровой области генома и SNR. Для решения во-

проса о происхождении штамма, вызвавшего

вспышку, необходимо иметь в своем распоряже-
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нии репрезентативную базу данных о генотипах

штаммов.
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Comparative Analysis of Genetic Typing Methods for Bacillus anthracis

E. I. Eremenkoa, *, A. G. Ryazanovaa, S. V. Pisarenkoa, L. Yu. Aksenovaa,
O. V. Semenovaa, E. A. Kotenevaa, O. I. Tsygankovaa, D. A. Kovaleva,

T. M. Golovinskayaa, D. K. Tchmerenkoa, and A. N. Kulichenkoa

aStavropol Plague Control Research Institute, Stavropol, 355035 Russia
*e-mail: ejer@mail.ru

Molecular typing of the anthrax used in epidemiological investigations and serves as a tool to study the evo-
lution of the pathogenic species. Analytical, technical and economic capabilities of the most use modern ge-
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notyping methods for B. anthracis were studied. It was established that canSNP-genotyping resolved 23
strains of B. anthracis into 10 genotypes with diversity index DI 0.8261. DI for MLST was not more then
0.5495–0.5790 depending on set of strains. DI to MLVA-15, 25 and 31 was the same and equals 0.9881. Anal-
ysis of core genome region SNP of 181 strains provided highest discriminative power (DI = 1). MVLST with
DI equal to the 0.9960 as well as SNR analysis revealed differences between genotypes isolates from one out-
break. Conclusion: CanSNP13-genotyping is quite enough as a preliminary stage to resolve strains into main
genetic lineages. MLST of B. anthracis due to the low resolution and complexity, and MLVST, in spite of the
high resolution because of the duration and labor intensity of research, are impractical. Identity of isolates
from one anthrax outbreak can be established using the MLVA15-31, subtle differences between them - by
SNR and core genome SNP analysis.

Keywords: Bacillus anthracis, genotyping, diversity index.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


