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ИДЕНТИФИКАЦИЯ КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТОВ ГРУППЫ Bacillus cereus
И ИХ ХАРАКТЕРИСТИКА МЕТОДАМИ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ

И ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ1
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Bacillus cereus – спорообразующая грамположительная, преимущественно почвенная бактерия.
Споры Bacillus обладают чрезвычайно высокой устойчивостью не только к факторам окружающей
среды, но и к различным воздействиям, в том числе к санитарной обработке. Загрязнение оборудо-
вания больниц и предприятий пищевой промышленности спорами токсинпродуцирующих штам-
мов B. cereus может представлять серьезную угрозу здоровью человека. Нами изучены два клиниче-
ских изолята, идентифицированные как B. cereus и B. cytotoxicus. Показано, что содержание ионов
кальция в этих изолятах достоверно ниже, чем у эталонных штаммов. По данным электронной мик-
роскопии один из изолятов (SRCC 19/16) имеет увеличенный экзоспориум, а в изоляте SRCC 1208
при споруляции обнаруживаются крупные электронно-плотные включения неясной природы.
Можно предположить, что SRCC 1208 содержит биологически активный компонент, обладающий
цитотоксическим эффектом и, возможно, играющий определенную роль в патогенезе заболеваний,
вызванных данным микроорганизмом. Проведен сравнительный химический, биохимический,
физиологический и ультраструктурный анализ спор клинических изолятов и эталонных штаммов
B. cereus. Полученные нами результаты углубляют представления о свойствах спор, вносящих вклад
в повышенную патогенность представителей группы B. cereus.

Ключевые слова: Bacillus cereus, Bacillus cytotoxicus, спора, электронная микроскопия, масс-спектро-
метрия
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Сокращения: MALDI-TOF – времяпролетная масс-спектрометрия с матрично-активированной лазерной десорбцией и
ионизацией (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization–Time of Flight); ТЭМ – трансмиссионная электронная микроско-
пия; СЭМ – сканирующая электронная микроскопия; СЭМ-ЭДР – cканирующая электронная микроскопия–энергодиспер-
сионный рентгеновский анализ; MLSA – многолокусный анализ последовательностей (Multilocus Sequence Analysis);
AFLP – анализ длин амплифицированных фрагментов (Amplified Fragment Length Polymorphism).
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ВВЕДЕНИЕ
Bacillus cereus – это спорообразующая бакте-

рия, часто встречающаяся в окружающей среде.
Попадание B. сereus в продукты питания и на ме-
дицинское оборудование может приводить к раз-
витию пищевых токсикоинфекций и таких серьез-
ных заболеваний, как пневмония и менингит [1], а
также сепсис и бактериемия [2].

Споруляция относится к наиболее важным
фазам жизненного цикла спорообразующих бак-
терий. Эта фаза обычно сопровождается морфо-
логическими и биохимическими изменениями
бактериальных клеток. Процесс споруляции со-
стоит из 7‒8 стадий и заканчивается выходом
спор из материнских клеток. Термостабильность
спор и их устойчивость к ультрафиолетовому из-
лучению и бактерицидным средствам может быть
причиной заражения пищевых продуктов спорами,
что ведет к инфицированию людей и животных.
Наибольшую опасность представляет попадание
спор в желудочно-кишечный тракт. Благодаря сво-
ей толерантности к желудочному содержимому и
желчи, споры проходят неповрежденными через
желудочно-кишечный тракт в тонкую кишку, где
они впоследствии прорастают. Согласно опубли-
кованным данным, вегетативные клетки и споры
B. cereus прикрепляются к эпителию тонкой киш-
ки с последующей ее колонизацией [3].

Вегетативные клетки B. cereus продуцируют ге-
молитические и негемолитические энтеротокси-
ны, а также термостабильный энтеротоксин, от-
ветственный за возникновение эметического
синдрома. Анализ лабораторных штаммов B. cereus
и изолятов, полученных от больных менингитом,
позволил выделить два экотипа: вирулентный и
авирулентный [4]. Такие экотипы можно обнару-
жить и у бацилл, выделенных из других источников.

Важная особенность спор микроорганизмов
этой группы, в которую помимо B. cereus входят
B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, – наличие
экзоспориума –мембраны, контактирующей с
внешней средой, и отделенной от мембраны спо-
ры экзоспориальной областью. Экзоспориум
B. cereus состоит из базального слоя и наружного
“ворсистого” слоя [5–7]. Споры B. cereus и
B. thuringiensis имеют тонкие пилиподобные
структуры, похожие на пили грамотрицательных
бактерий, которые способствуют адгезии, как по-
казано ранее [8]. Экзоспориум и пилиподобные
структуры обеспечивают контакт спор с биологи-
ческими и искусственными поверхностями. Спо-
ры различных штаммов B. cereus характеризуются
морфологической гетерогенностью. Анализ спор
штаммов B. cereus, выделенных от человека с
симптомами диареи, позволил предположить,
что способность спор загрязнять продукты пита-
ния и оборудование пищевой промышленности
обусловлены особенностями их поверхности [9].

Однако способность бацилл формировать спо-
ры имеет и положительные аспекты. Известно,
что бациллы, выделенные из желудочно-кишеч-
ного тракта, хорошо приспособлены к выживанию
в кишечнике, а значит, их можно рассматривать как
потенциальные пробиотики и рекомендовать в
качестве кандидатов для создания пероральных
вакцин [8]. Именно по этой причине бациллы мо-
гут использоваться в фармацевтической про-
мышленности. Способность некоторых штаммов
влиять на качество пищевых продуктов предпо-
лагает возможность их применения в пищевой
промышленности.

Количество видов спорообразующих бакте-
рий, выделяемых из природных источников, посто-
янно растет. Увеличение числа близкородственных
видов в группе B. cereus усложняет задачу их иден-
тификации и внутригрупповой дискриминации.
Предложен ряд методов, обеспечивающих быст-
рую и относительно точную идентификацию
штаммов B. cereus. Эти методы можно условно
разделить на три группы. К первой группе отно-
сятся генетические методы, с помощью которых
штаммы идентифицируют на основе нуклеотид-
ных последовательностей локуса рДНК (секвени-
рование 16S рДНК) [10], отдельных генов [11] или
набора генов [12]. Во вторую группу входят про-
теомные методы, где идентификация бактериаль-
ных штаммов основана на информации о белках,
и включает вестерн-блот-анализ антигенных бел-
ков [13] и времяпролетную масс-спектрометрию с
матрично-активированной лазерной десорбцией
и ионизацией (MALDI-TOF) [14–16]. К третьей
группе относятся классические методы иденти-
фикации бактерий по морфологии и структуре
поверхности вегетативных клеток и спор с ис-
пользованием электронной микроскопии, энер-
годисперсионного рентгеновского анализа и
атомно-силовой микроскопии [17].

В настоящей работе для идентификации и ха-
рактеристики двух новых клинических изолятов
B. cereus использована комбинация генетических,
протеомных, биохимических и микроскопиче-
ских подходов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы. В экспериментах использовали два
эталонных штамма: B. cereus АТСС 10876 и B. ce-
reus NСTС 8035, и два клинических изолята, обо-
значенных как SRCC 19/16 и SRCC 1208, выделен-
ных из фекалий пациента с язвенным колитом.
Клинические изоляты любезно предоставлены
Национальным медицинским исследователь-
ским центром колопроктологии им. А.Н. Рыжих
Минздрава России. Штаммы культивировали на
агаризованной питательной среде NBY при 28°С
в течение 12–96 ч.
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Идентификация штаммов B. cereus путем секве-
нирования характеристических генов. ДНК из всех
штаммов выделяли с помощью набора Wizard Ge-
nomic DNA Purification Kit (“Promega”, США) в
соответствии с инструкциями производителя.
Фрагменты ДНК, кодирующие 16S РНК, ампли-
фицировали с использованием вырожденных
праймеров 27F 5'-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3'
и 1492R 5'-TACCTTGTTTAYGACTT-3'. ПЦР про-
водили в смеси следующего состава: 2 мкл 10× бу-
фера, 1 мкл dNTP (2.5 ммоль), 10 пмоль каждого
праймера, 1 у.е. Taq-полимеразы (все “Силекс”,
Россия), 1 мкл образца ДНК и деионизированной
воды до 20 мкл. Условия ПЦР были следующими:
денатурация при 94°C в течение 3 мин; затем 40 цик-
лов: – 94°C – 30 с, 55°C – 30 с и 72°C – 90 с; элон-
гация – 72°C, 10 мин. Продукты ПЦР разделяли с
помощью электрофореза в 1%-ном агарозном геле
(буфер TAE, бромистый этидий (0.5 мкг/мл),
5 В/см2 в течение 60 мин), экстрагировали из геля
с помощью набора QIAquick Gel Extraction Kit
(“Qiagen”, США) и секвенировали по методу Сэнге-
ра с использованием праймеров 27F и 1492R.

Близкородственные виды внутри группы B. cere-
us трудно дискриминировать только по 16S рДНК,
поэтому для уточнения мы провели, во-первых,
анализ длин амплифицированных фрагментов
(AFLP) гена sspE [18, 19], а, во-вторых, многоло-
кусный анализ последовательностей (MLSA) трех
генов – sph1 [20], motB [11, 21] и spoIIIAB [22].
Структуры используемых в работе праймеров
приведены в табл. 1.

Амплифицированные фрагменты анализиро-
вали с помощью электрофореза в агарозном геле,
очищали и секвенировали по Сэнгеру. Нуклео-
тидные последовательности секвенированных
фрагментов объединяли в искусственные химерные
последовательности и использовали в поиске по ба-
зе данных NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) с
использованием алгоритма MegaBlast [23] с пара-
метрами, установленными по умолчанию. Далее
строили деревья расстояний на основе парного

выравнивания BLAST с использованием метода
Fast-Minimum Evolution.

Трансмиссионная электронная микроскопия
(ТЭМ). Споры визуализировали с помощью
ТЭМ, используя негативное контрастирование
препаратов. Суспензию спор распределяли на
медной сетке, покрытой слоем формвара (“Ser-
va”, США), затем окрашивали 1%-ным водным
раствором уранилацетата. Для приготовления
ультратонких срезов материала суспензию бакте-
рий погружали в фиксатор, приготовленный по
методу Ито–Карновского [24]. Затем материал
фиксировали последовательно в 1%-ном водном
растворе OsO4 и в 1%-ном растворе уранилацета-
та на 0.2 М малеатном буфере pH 6. Материал по-
следовательно обезвоживали в растворах 50, 70,
96 и 100%-ного этанола. Обезвоженный материал
помещали в смесь 100%-ного этанола и смолы LR
White, затем в чистую смолу LR White. Далее ма-
териал помещали в желатиновые капсулы со смо-
лой и инкубировали в термостате при 56°C.

Ультратонкие срезы получали с помощью уль-
тратома LKB III (“LKB Bromma”, Швеция). Сре-
зы контрастировали 1%-ным уранилацетатом в
70%-ном этаноле и 0.3%-ным цитратом свинца и
анализировали на просвечивающих электронных
микроскопах JEM-100B (“Jeol”, Япония), LEO
912 AB OMEGA (“Carl Zeiss”, Германия) при
ускоряющем напряжении 80 кВ и JEM 2100
(“Jeol”) при ускоряющем напряжении 200 кВ.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ).
Перед исследованием на двухлучевом электрон-
но-ионном сканирующем микроскопе Quanta 200
3D (“FEI Company”, США) клетки и споры B. ce-
reus трижды отмывали от культуральной среды
стерильной водой и фиксировали в 10%-ном ней-
тральном формалине. Образцы отмытых клеток
и/или спор наносили на кремниевые подложки,
которые закрепляли на алюминиевых столиках с
помощью двусторонней углеродной клейкой лен-
ты и напыляли золотом (толщина слоя золота 5 нм)
в установке SPI-MODULE Sputter Coater (“SPI

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры, использованные в работе

Ген Нуклеотидная последовательность 5' → 3' Ожидаемый размер, 
п.н. Источник

sspE GAGAAAGATGAGTAAAAAACAACAA
CATTTGTGCTTTGAATGCTAG

71 [18]

sph1 GGACAAAGTCAGCGTGCCGAT
GAGCCATGATGTAACAGTCCA

771 Данная работа

motB GGATCGCCTCGTTGGATGAC
TGTGTCTGCATATCCTACCG

582 Данная работа

spoIIIAB TTGGTGCAGTGTTAATCGTTG
AGTAGCCCCGCTAGTACTCC

489 Данная работа
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Supplies”, США). СЭМ проводили в режиме высо-
кого вакуума при ускоряющем напряжении 10 кВ.

Сканирующая электронная микроскопия ‒ энер-
годисперсионный рентгеновский анализ (СЭМ-
ЭДР). Для изучения элементного состава спор
B. cereus образцы промывали в стерильной воде и
фиксировали в 10%-ном нейтральном формалине,
после чего наносили на медные сетки с 300 ячейка-
ми (“SPI Supplies”) и на алюминиевые подлож-
ки. ЭДР-анализ проводили на двухлучевом элек-
тронно-ионном сканирующем микроскопе
Quanta 200 3D, сопряженном с прибором EDAX
Genesis XM4 с EDX-детектором (“EDAX”, США),
в режиме низкого вакуума при ускоряющем на-
пряжении 10 кВ. EDX-анализ проводили в 20 точ-
ках в течение 100 с. Данные регистрировали с ис-
пользованием программного обеспечения EDAX
Genesis (версия v.5.21) со следующими парамет-
рами: частота измерений 1500–2000 в секунду, до-
ля времени без измерений 20‒40%, размер пятна
5 и рабочее расстояние 15 мм. В полученной спек-
трограмме удаляли пики меди и алюминия, так
как эти элементы детектор улавливал как неспе-
цифический фон с медной решетки и алюминие-
вых подложек. Дальнейшую обработку данных
проводили с использованием Microsoft Office Ex-
cel 2007.

Масс-спектрометрия MALDI-TOF. Белки и
пептиды экстрагировали, как описано Sauer и со-
авт. [25], с незначительными модификациями.
Отдельные колонии микроорганизмов собирали
с поверхности агара пластиковой микробиологи-
ческой петлей объемом 1 мкл и ресуспендировали
в 300 мкл деионизированной воды. К суспензии
добавляли 900 мкл 96%-ного этанола, получен-
ную смесь тщательно перемешивали и центрифу-
гировали при 18894 g в течение 2 мин. Суперна-
тант количественно отбирали, осадок подсушивали
на воздухе. К высушенному осадку добавляли от 5
до 40 мкл 70%-ной муравьиной кислоты (в зави-
симости от объема осадка) и равный объем ацето-
нитрила. Полученную смесь центрифугировали
при 18894 g в течение 2 мин. Супернатант, содер-
жащий белковый экстракт, использовали в масс-
спектрометрическом анализе.

На 386-луночную стальную мишень (“Bruker
Daltonics”, Германия) наносили 1 мкл суперна-
танта и высушивали при комнатной температуре.
На поверхность высушенного экстракта наноси-
ли 1 мкл раствора матрицы: насыщенный раствор
α-циано-4-гидроксикоричной кислоты (“Sigma
Aldrich”, США), содержащий 50% ацетонитрила
и 2.5% трифторуксусной кислоты (“Panreac”,
США), и также высушивали при комнатной тем-
пературе.

Масс-спектрометрический анализ проводили
на приборе UltrafleXtreme (“Bruker Daltonics”),
оснащенном Nd:Yag-лазером (355 нм) в линей-

ном режиме. Детектировали положительно заря-
женные ионы в диапазоне m/z от 2000 до 20000
при следующих настройках ионного источника:
напряжение на IS1 20 кВ, на IS2 19 кВ, на линзах
(параметр “Lens”) 4.5 кВ, напряжение питания
детектора 2 885 В, коэффициент усиления 12.6.

Спектры снимали в автоматическом режиме с
использованием программы Flex Control (v.3.4,
build 135). Точки обстрела лазером на мишени вы-
бирали случайным образом. Суммировали 1200
спектров с 200 точек обстрела при частоте лазера
2 кГц.

Библиотеки спектров каждого образца получа-
ли при анализе трипликатов восьми технических
повторов. Калибровочным стандартом (кат. но-
мер 255343, “Bruker Daltonics”) и положительным
контролем служил белковый экстракт Escherichia coli
DH5α с дополнительными белками (РНКаза A
[M + H]+ 13683.2 Да, миоглобин [M + H]+ 16952.3 Да)

Полученные спектры обрабатывали с помо-
щью программного комплекса MALDI biotyper
Compass Explorer 4.1 (“Bruker Daltonics”) с ис-
пользованием стандартного метода препроцес-
синга данных (Biotyper Preprocessing Standard
Method). Обработанные спектры образцов срав-
нивали с референсной базой характеристических
спектральных профилей, включающей 6905 за-
писей. Результаты поиска характеристического
профиля выражали как логарифм значений. Зна-
чения ниже 1.699 соответствовали ненадежному
определению рода; 1.700–1.999 ‒ надежному опреде-
лению рода и, возможно, вида; 2.000–2.299 ‒ надеж-
ному определению рода, с высокой вероятностью
вида и, наконец, значения 2.300–3.000 соответ-
ствовали надежной идентификации до вида.

Дендрограммы составляли с помощью про-
граммного обеспечения MALDI-biotyper Compass
Explorer 4.1 (“Bruker Daltonics”); дополнительный
анализ масс-спектров проводили с помощью
программного обеспечения ClinProTools 3.0
(“Bruker Daltonics”).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Результаты MALDI-TOF-анализа указывают

на принадлежность клинических изолятов к
группе B. cereus.

Первичную идентификацию клинических
изолятов проводили с помощью масс-спектро-
метрического анализа MALDI-TOF (табл. 2). Со-
гласно полученным результатам, исследуемые
клинические изоляты можно надежно отнести к
роду Bacillus. Дендрограмма, построенная на ос-
нове масс-спектрометрических данных, также
свидетельствует о том, что клинические изоляты
ближе к штаммам B. cereus (рис. S1, см. Дополни-
тельные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/4/supp_Smirnova_rus.pdf),
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включая использованные в работе штаммы
ATCC10876 и NCTC8035. Однако в эту группу
входят также близкородственные виды B. cereus
sensu lato, такие как B. cytotoxicus, B. mycoides,
B. pseudomycoides, B. thuringiensis и B. weihen-
stephanensis, которые трудно дифференцировать
[26]. Хотя в последних работах определены био-
маркерные пики для B. anthracis [27], B. cereus и
B. thuringiensis [28], в целом, анализ MALDI-TOF
имеет слабую разрешающую способность, позволяя
надежно идентифицировать только некоторые
виды Bacilli [29]. Более того, MALDI-TOF-спек-
тры Bacilli сильно зависят от условий роста и от
присутствия спор в анализируемом образце [29],
поэтому для более надежной идентификации на-
ших клинических изолятов мы использовали дру-
гие методы.

Анализ последовательностей характеристических 
генов показывает, что один из клинических 

изолятов может принадлежать виду B. cytotoxicus
Секвенирование фрагментов 16S рДНК кли-

нических образцов и эталонных штаммов с по-
следующим поиском в базе данных NCBI с помо-
щью BLAST подтвердило принадлежность пато-
генных штаммов к роду Bacillus (табл. 3).
Нуклеотидные последовательности 16S рДНК
штаммов SRCC 1208, ATCC10876 и NCTC8035
совпадают преимущественно с последовательно-
стями штаммов B. cereus. В число близких видов
входят также B. thuringiensis и B. anthracis. Однако
изолят SRCC 19/16 проявляет наибольшее сход-
ство с B. cytotoxicus, а штамм B. cereus находится
только на 11-й позиции. Ранее показали, что
очень высокое сходство последовательностей 16S
рДНК затрудняет дискриминацию таких видов,
как B. cereus, B. anthracis и B. thuringiensis [30].

Для более точной идентификации клиниче-
ских штаммов использовали последовательности
тех же генов, как и при определении видовой при-
надлежности штаммов из группы B. cereus, а имен-
но sspE [18, 19], sph1 [20], motB [11, 21] и spoIIIAB
[22]. Так, фрагменты гена sspE всех четырех штам-
мов имеют длину 71 п.н., а не 188 п.н. (рис. 1), харак-
терную для штаммов B. anthracis [18, 19]. ПЦР-фраг-
менты генов motB, spoIIIAB и sph1 секвенировали,

объединяли в искусственные химерные последова-
тельности и использовали в BLAST-поиске. Со-
гласно полученным результатам (табл. 4), наилуч-
шие совпадения получены для штаммов B. cereus.
Исследуемые клинические изоляты расположе-
ны ближе к штаммам B. cereus и в соответствую-
щих деревьях расстояний (рис. S2, см. Дополни-
тельные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/4/supp_Smirnova_rus.pdf).

Физиологические и биохимические тесты 
указывают на то, что SRCC 19/16 это скорее 

B. cereus, чем B. cytotoxicus

С использованием физиологических и биохи-
мических тестов, описанных в [31], получены
данные, позволяющие отнести изолят SRCC

Таблица 2. Результат идентификации клинических изолятов методом MALDI-TOF

аПриведено значение интегральной количественной оценки надежности идентификации штамма (см. раздел “Эксперимен-
тальная часть”).

Штамм Наиболее близкий штамм Надежность идентификацииа

Клинический изолят SRCC 19/16 B. cereus DSM 31T DSM 1.81

Клинический изолят SRCC 1208 B. cereus 4080 LBK 2.21
B. cereus ATCC 10876 B. cereus 4080 LBK 2.08
B. cereus NCTC 8035 B. cereus 4080 LBK 2.06

Рис. 1. Электрофореграмма разделения продуктов
амплификации участка гена sspE, использованного в
идентификации штаммов B. cereus с помощью AFLP.
M100 – маркер молекулярной массы ДНК. 1 – Изо-
лят SRCC 19/16; 2 – изолят SRCC 1208; 3 – B. cereus
АТСС 10876; и 4 – B. cereus NСTС 8035.

M 100
1 2 3 4

п.н.
200

100
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19/16 к B. cytotoxicus или к B. cereus. Согласно этим
данным (табл. 5), по ряду биохимических свойств
SRCC 19/16 более сходен с B. cereus, нежели с
B. сytotoxicus, однако следует отметить, что клетки
данного штамма не растут при 10°C, что должно
быть характерным для B. сytotoxicus.

Различия в химическом составе спор Bacilli, 
выявленные с помощью сканирующей электронной 

микроскопии ‒ энергодисперсионного 
рентгеновского анализа (СЭМ-ЭДР)

Поскольку исследуемые изоляты были выде-
лены из клинических образцов, интерес пред-
ставляли химические, биохимические, физиоло-
гические и структурные особенности их спор,
способные вносить вклад в патогенную природу
изолятов. В ходе анализа с помощью СЭМ-ЭДР в

спорах эталонных штаммов B. cereus ATCC 10876,
B. cereus NCTC 8035 и в клиническом изоляте
SRCC 1208 выявили элементы C, N, O, Na, Mg, Si,
P, S, Cl и Ca (табл. 6). Элементы C, N, O, Na, Mg,
Si, P, S, Cl, Ca, K обнаружены в клиническом изо-
ляте SRCC 19/16. Отметим сниженное содержа-
ние ионов кальция в обоих клинических изоля-
тах. Опубликованы данные о влиянии кальция на
термоустойчивость B. cereus [32]. Интересно, что
калий обнаружен лишь в изоляте SRCC 19/16.
Имеются данные о том, что калий может влиять
на активность токсинов B. cereus [33].

Характеристика спор с помощью сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ)

Для описания внешней структуры спор иссле-
дуемых штаммов использовали СЭМ (результаты

Таблица 3. Поиск сходных последовательностей 16S РНК в базе данных NCBI с помощью BLAST

*Общий балл (total-score) – сумма баллов выравнивания всех найденных сегментов одной и той же последовательности в базе
данных, которые соответствуют последовательности, заданной в поиске (вычисляется по всем сегментам).

Штамм/Изолят Штаммы с наиболее сходными фрагментами 
16S РНК Общий балл* Идентификатор NCBI

SRCC 1208 B. cereus штамм DBM-Z6 1574 MT321509.1
B. cereus group sp. штамм YP20170200 1574 MT312782.1
B. cereus штамм EB14 1574 MT256104.1
B. cereus штамм EB2 1574 MT256102.1
B. cereus штамм D85 1574 MT256066.1

SRCC 19/16 B. cytotoxicus штамм CH_1 20287 CP024120.1
B. cytotoxicus штамм CH_2 20320 CP024116.1
B. cytotoxicus штамм CH_3 20320 CP024113.1
B. cytotoxicus штамм CH_4 20325 CP024111.1
B. cytotoxicus штамм CH_13 18744 CP024109.1
B. cytotoxicus штамм CH_15 20325 CP024107.1
B. cytotoxicus штамм CH_23 20287 CP024104.1
B. cytotoxicus штамм CH_25 20287 CP024101.1
B. cytotoxicus штамм CH_38 20325 CP024098.1
B. cytotoxicus штамм CH_39 20320 CP024096.1
B. cereus штамм UCCB 148 1570 MH193385.1

ATCC 10876 B. cereus F837/76 2293 CP003187.1
B. cereus 03BB108 2193 CP009641.1
B. thuringiensis штамм Al Hakam 2187 CP000485.1
B. thuringiensis штамм HD571 2187 CP009600.1
B. anthracis штамм MCCC 1A02161 2176 CP031642.1

NCTC8035 B. cereus штамм DBM-Z6 1546 MT321509.1
B. cereus group sp. штамм YP20170200 1546 MT312782.1
B. cereus штамм EB14 1546 MT256104.1
B. cereus штамм D85 1546 MT256066.1
B. thuringiensis штамм 8C5-13 1546 MK603121.1
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представлены на рис. 2). Споры эталонного
штамма B. cereus ATCC 10876 имели овальную
форму, каждая спора окружена экзоспориумом.
Средняя длина спор вместе с экзоспориумом со-
ставила 1.94 ± 0.05 мкм. Споры эталонного штам-
ма B. cereus NCTC 8035 также имели овальную
форму, были окружены экзоспориумом и были в
среднем более короткими, чем у ATCC 10876
(1.75 ± 0.04 мкм). Наименьшая длина спор зафик-

сирована у клинического изолята SRCC 1208
(1.55 ± 0.11 мкм). В отличие от других штаммов
споры клинического изолята SRCC 19/16 имели
наибольшую длину – 2.17 ± 0.05 мкм, что связано с
увеличенным размером экзоспориума. Учитывая
большое значение экзоспориума в молекулярных
механизмах патогенеза Bacilli [6], увеличение его
размеров связано, возможно, с патогенным потен-
циалом спор этого клинического изолята.

Таблица 4. Поиск сходных химерных последовательностей motB-spoIIIB-sph1 в базе данных NCBI с помощью
BLAST

*Общий балл (total-score) – сумма баллов выравнивания всех найденных сегментов одной и той же последовательности в базе
данных, которые соответствуют последовательности, заданной в поиске (вычисляется по всем сегментам).

Штамм/Изолят Штаммы с наиболее близкими химерными 
последовательностями motB-spoIIIB-sph1

Общий балл* Идентификатор 
NCBI

SRCC19/16

Bacillus sp. ABP14 1475 CP017016.1
B. cereus E33L 1459 CP009968.1
B. cereus штамм JEM-2 1437 CP018935.1
B. cereus штамм ISSFR-9F 1437 CP018933.1
B. cereus штамм ISSFR-3F 1437 CP018931.1

SRCC 1208

Bacillus sp. ABP14 1527 CP017016.1
B. cereus E33L 1516 CP009968.1
B. cereus штамм JEM-2 1483 CP018935.1
B. cereus штамм ISSFR-9F 1483 CP018933.1
B. cereus штамм ISSFR-3F 1483 CP018931.1

ATCC 10876

B. cereus F837/76 2293 CP003187.1
B. cereus 03BB108 2193 CP009641.1
B. thuringiensis штамм Al Hakam 2187 CP000485.1
B. thuringiensis штамм HD571 2187 CP009600.1
B. anthracis штамм MCCC 1A02161 2176 CP031642.1

NCTC 8035

B. cereus штамм 25 1874 CP020803.1
B. cereus Q1 1529 CP000227.1
B. paranthracis штамм CFSAN068816 1523 CP045777.1
B. cereus штамм CC-1 1523 CP023179.1
B. cereus NC7401 1523 AP007209.1

Таблица 5. Физиологические и биохимические свойства клинических изолятов

aУказан процент положительных штаммов среди всех протестированных согласно [31]; + обнаружен рост; – нет роста.

Признак B. cytotoxicus, 
согласно [31]

B. cereus, 
согласно [31]

Штамм

ATCC 10876 NCTC 8035 SRCC 19/16

Использование цитрата – [33%]a +[34%] + + +

Гидролиз крахмала – + [67%] + + +

Температура роста: минимальная
максимальная

20°C 10°C – (10°C) 
+ (20°C)

– (10°C) 
+ (20°C)

– (10°C) 
+ (20°C)

50°C 45°C
– (50°C) 
+ (45oC)

– (50°C) 
+ (45°C)

– (50°C) 
+ (45°C)
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Трансмиссионная электронная микроскопия (TEM) 
спор клинических изолятов

Ультраструктурные особенности спор клини-
ческих изолятов, ассоциированных с их пато-
генным потенциалом, изучали с помощью элек-
тронной микроскопии. На рис. 3 представлена
электронная микрофотография зрелой споры
эталонного штамма B. cereus ATCC 10876 после
негативного окрашивания. Отметим, что споры
всех исследованных штаммов имеют сходную
структуру. Спора обладает внешней оболочкой –
экзоспориумом, который состоит из базальной
мембраны и ворсистого слоя. От поверхности
спор отходят длинные нитевидные структуры,
которые напоминают пили грамотрицательных
бактерий.

Путем микроскопирования ультратонких сре-
зов изучали также динамику формирования спор
(от 12 до 96 ч) у исследуемых штаммов. Начало
споруляции у всех штаммов сопровождалось
формированием электронно-прозрачных включе-
ний полигидроксибутирата, которые сохранялись
на срезах спорообразующих клеток и на последую-
щих фазах споруляции. Дальнейшие наблюдения
подтвердили типичный цикл споруляции B. cereus:
последовательно отмечалось формирование спо-
ровой перегородки, проспоры, экзоспориума,
оболочки споры, кортекса споры, ядра и, нако-
нец, зрелой споры. Экзоспориум формируется на
внешней мембране споры и, вытягиваясь, обра-
зует отсек, занимающий часть родительской
клетки, внутри которого продолжается синтез и
сборка структур споры. В этом отсеке вновь син-
тезированные структуры споры защищены от ли-
зиса. Пространство экзоспориума зрелых спор
эталонного штамма АТСС 10876 не содержит

включений (рис. 4а). Поверхность спор тонкая,
электронно-плотная. Электронно-прозрачный
кортекс окружает ядро споры, содержащее на-
следственный материал (рис. 4а, 4б). На рис. 2б
представлен аксиальный срез эталонного штамма
NCTC 8035 на стадии созревания споры и форми-
рования экзоспориума. Видно, что экзоспориум
занимает небольшую часть цитоплазмы роди-
тельской клетки.

У клинического изолята SRCC 1208 наблюда-
ли отличия в формировании экзоспориума. Мем-
брана экзоспориума, которая начинается от со-
зревающей споры, удлиняется и продвигается к
противоположному полюсу материнской клетки.
Это ведет к формированию довольно длинного и
узкого клиновидного отсека экзоспориума (рис. 5а).
Можно отметить также складчатость мембраны
экзоспориума, которая исчезает через 96 ч, и зна-
чительно больший объем экзоспоримума, позво-
ляющий разметить внутри него необычное круп-
ное, округлое или аморфное включение, что
структуры, уникальной для спор данного клини-
ческого изолята (рис. 5б–5г). С помощью элек-
тронной микроскопии с высокой проникающей
способностью электронного пучка установлено,
что оболочка включения слоистая, а содержимое –
зернистое (рис. 5г). В настоящее время не ясно из
чего состоит это включение и связано ли оно с па-
тогенезом.

В целом споры клинического изолята SRCC
19/16 похожи на споры эталонных штаммов B. ce-
reus. Наблюдали спорулирующие клетки с много-
численными электронно-прозрачными круглыми
включениями полигидроксибутирата, характер-
ными для этой группы бацилл (рис. 6а).

Таблица 6. Содержание элементов в спорах эталонных штаммов B. cereus и клинических изолятов*

*Содержание выражено в весовых процентах (мас. %).
Примечание. Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение. Abs – нет данных.

Элемент B. cereus 
ATCC 10876

B. cereus 
NCTC 8035 SRCC 1208 SRCC 19/16

C 59.3 ± 3.3 55.4 ± 2.5 56.0 ± 2.3 49.4 ± 2.1
N 17.3 ± 2.7 18.4 ± 2.6 20.2 ± 1.6 21.0 ± 1.0
O 16.0 ± 0.9 14.8 ± 1.5 17.3 ± 1.1 19.4 ± 1.5
Na 1.5 ± 0.9 2.0 ± 0.9 1.2 ± 0.8 3.1 ± 1.5
Mg 0.7 ± 0.6 0.5 ± 0.2 0.5 ± 0.3 0.8 ± 0.8
Si 0.4 ± 0.1 0.5 ± 0.5 0.4 ± 0.3 0.2 ± 0.1
P 0.8 ± 0.1 0.9 ± 0.1 0.8 ± 0.2 0.6 ± 0.2
S 0.4 ± 0.1 0.5 ± 0.2 0.4 ± 0.1 0.5 ± 0.1
Cl 0.4 ± 0.1 2.6 ± 1.0 0.5 ± 0.2 2.1 ± 1.2
K Abs Abs Abs 0.6 ± 0.3
Ca 3.1 ± 0.8 4.3 ± 0.5 2.8 ± 0.3 2.4 ± 0.8
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящей работе исследованы два клини-

ческих изолята, которые относятся к группе
близкородственных видов B. cereus и идентифи-

цированы нами как B. cereus и B. cytotoxicus на ос-
новании анализа последовательностей характе-
ристических генов в сочетании с биохимически-
ми и физиологическими тестами.

Рис. 2. Изображения спор штаммов B. cereus, полученные с помощью СЭМ. а – B. cereus ATCC 10876 (эталонный
штамм). б – B. cereus NCTC 8035 (эталонный штамм). в – SRCC 19/16 (клинический изолят). г – SRCC 1208 (клиниче-
ский изолят). д – Оценка длины спор исследуемых штаммов. Масштаб – 5 мкм. Длину спор определяли с помощью
программы ImageJ. Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего, количество измерений ва-
рьирует от 6 до 27. е – Оценка статистической значимости различий в длинах спор с помощью теста ANOVA, приведе-
ны значения статистики Q и значение p для попарных сравнений с поправкой на множественное сравнение.
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В ходе дальнейшего изучения клинических
изолятов установлено, что содержание ионов
кальция в них достоверно ниже, чем у эталонных
штаммов. Недавно показано, что при прораста-
нии спор B. cereus в среде, обогащенной кальцием,
снижается устойчивость клеток к термической
обработке [32]. В спорах изолята SRCC 19/16, в
отличие от спор других штаммов, обнаружены
ионы калия. Опубликованные данные указывают
на то, что повышенная активность некоторых
токсинов, продуцируемых B. cereus, связана с их
сродством к ионам калия [33]. Можно предполо-
жить, что за счет ионов калия изолят SRCC 19/16
может проявлять повышенную цитотоксичность
по сравнению с другими штаммами. Споры этого
изолята более удлиненные, поскольку они имеют
увеличенный экзоспориум. Экзоспориум играет
важную роль в молекулярных патогенетических
механизмах Bacilli [6], обеспечивая контакт с
клетками хозяина. Возможно, увеличение разме-

ров экзоспориума указывает на изменения его
структуры, повышающие патогенный потенциал
спор клинического изолята. Что касается ультра-
тонкой структуры спор изолята SRCC 19/16, то
она не отличается от структуры эталонных штам-
мов. Интересно отметить, что у изолята SRCC
1208 в ходе споруляции формируется удлиненный
и более вместительный экзоспориум, внутри ко-
торого затем появляется крупное электронно-
плотное включение неясной природы. Эти включе-
ния не похожи на известные электронно-плотные
кристаллические включения правильной формы,
такие как кристаллы Cry-токсинов B. thuringiensis
[5, 34] и белковые кристаллы других штаммов ро-
да Bacillus [35, 36]. Можно предположить, что на-
блюдаемые включения похожи на параспоровые
кристаллы неправильной формы, имеющие бел-
ковую природу и обнаруживаемые у некоторых
бактерий, например Paenibacillus popilliae [37].
В штаммах B. thuringiensis, не обладающих инсек-

Рис. 3. Электронная микрофотография зрелой споры B. cereus ATCC 10876 при негативном окрашивании. Цифрами
обозначены: 1 – пилиподобные структуры; 2 – ворсистый слой экзоспориума; 3 – базальный слой экзоспориума.
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2

3

Рис. 4. Электронные микрофотографии ультратонких срезов спор эталонных штаммов: а – B. cereus ATCC 10876 и
б – B. cereus NCTC 8035. Цифрами обозначены: 1 – центральная часть споры; 2 – экзоспориум; 3 – оболочка споры;
4 – кортекс; 5 – внутреннее пространство экзоспориума. Масштабная линейка – 1 мкм.
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тицидным действием, обнаружены крупные
электронно-плотные кристаллы неправильной
формы, имеющие оболочку [38]. Эти кристаллы
образованы белком параспорином, который по-
сле расщепления протеазами проявляет сильный
цитотоксический эффект в отношении клеток че-
ловека [38]. Учитывая, что похожие по форме
включения обнаружены нами в клиническом
изоляте, можно предположить, что они также
сформированы белком, обладающим цитотокси-

ческим действием и участвующим в патогенезе.
Необходимы дальнейшие исследования, чтобы
установить компоненты этих уникальных вклю-
чений и их связь с патогенностью клинических
изолятов.

Авторы выражают благодарность А.В. Моисе-
енко за техническую поддержку, а также А.В. Руб-
цову, К.В. Рубцовой и М.С. Золотухину за по-
мощь в подготовке публикации. Авторы выражают
также благодарность Центру высокоточного ре-

Рис. 5. Электронные микрофотографии ультратонких срезов спор клинического изолята SRCC 1208. а – Образование
экзоспориума. б – Зрелая спора с крупным включением внутри материнской клетки. в – Зрелая спора с крупным
включением внутри экзоспориума. г – Фотография зрелой споры, полученная с помощью высоковольтной электрон-
ной микроскопии высокого разрешения с высокой проникающей способностью электронного пучка (200 кВ). Циф-
рами обозначены: 1 – центральная часть споры; 2 – экзоспориум; 3 – оболочка споры; 4 – кортекс; 5 – клеточная
стенка; 6 – цитоплазма родительской клетки; 7 – включение неизвестной природы. Масштабная линейка 1 мкм.
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Рис. 6. Электронные микрофотографии ультратонких срезов спор клинического изолята SRCC 19/16. а –Спорулиру-
ющие клетки с включениями полигидроксибутирата. б – Зрелая спора. Масштабная линейка 1 мкм.
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дактирования генома и генетических техноло-
гий для биомедицины ИМБ РАН за предостав-
ленные вычислительные мощности и методики
для анализа данных.

Часть работы выполнена на оборудовании
ЦКП “Геном” ИМБ РАН (http://www.eimb.ru/RUS-
SIAN_NEW /INSTITUTE/ccu_genome_c.php).
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Bacillus cereus is a spore-forming bacterium found in the environment mainly in soil. Bacillus spores are
known to be extremely resistant not only to environmental factors, but also to various sanitation regimes.
This leads to spore contamination of toxin-producing strains in hospital and food equipment and, there-
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fore, poses a great threat to human health. Two clinical isolates identified as B. cereus and B. cytotoxicus
were investigated in the present work. It was shown that their calcium ion content was significantly lower
than that of the reference strains. According to electron microscopy, one of the isolates SRCC 19/16 has
an enlarged exosporium, and isolate SRCC 1208 shows large electron-dense inclusions of unclear nature
during sporulation. We can assume that it contains a biologically active component with a cytotoxic effect
and possibly plays a role in pathogenesis. Comparative chemical, biochemical, physiological, and ultra-
structural analysis of spores of clinical isolates and reference strains of B. cereus was performed. The results
obtained deepen our understanding of the properties of spores that contribute to the increased pathogenic-
ity of B. cereus group species.

Keywords: Bacillus cereus, Bacillus cytotoxicus, spore, electron microscopy, mass spectrometry
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