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Генетическая характеристика штаммов Brucella melitensis,  
выделенных на территории российской Федерации, на основе данных анализа  
единичных нуклеотидных полиморфизмов при полногеномном секвенировании 

ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт», Ставрополь, Российская Федерация

цель работы – проведение сравнительного филогенетического анализа на основе gSNP полных геномов 
штаммов Brucella melitensis, циркулирующих на территории российской Федерации. материалы и методы. 
выполнено wgSNP-типирование 412 штаммов B. melitensis основных генетических линий бруцелл из разных ре-
гионов мира, включая 64 штамма, выделенных в регионах европейской и азиатской части российской Федерации. 
секвенирование днк проводили на платформе Ion GeneStudio S5 Plus (Life Technologies, сШа) при использова-
нии набора для быстрой подготовки библиотек днк Ion Plus Fragment Library Kit (Life Technologies, сШа), по 
протоколу Ion 520™ & Ion 530™ Kit – Chef (Revision D.0). результаты и обсуждение. установлено, что штаммы, 
циркулирующие в россии, принадлежат главным образом к генотипу II, который имеет широкое географическое 
распространение на территории евразии. при этом в регионах сибири преобладает подгенотип IIh, а на европей-
ской территории страны – IIi. впервые определены наборы специфичных SNP, позволяющие осуществлять вну-
тривидовую дифференциацию штаммов B. melitensis. полученные результаты позволили определить вероятные 
пути проникновения возбудителя бруцеллеза на территорию российской Федерации из китая и стран ближнего 
востока. показана перспектива применения оптимизированной схемы wgSNP-типирования для решения акту-
альных задач в области молекулярной эпидемиологии бруцеллеза, в том числе определения генотипа и подгено-
типа патогена, ассоциированного с вероятным географическим регионом происхождения инфекции, выявления 
генетической связи между штаммами с высокой точностью.

Ключевые слова: Brucella melitensis, полногеномное секвенирование, SNP-анализ, филогения.

Корреспондирующий автор: Ковалев Дмитрий Анатольевич, e-mail: kovalev_da.stv@list.ru.
Для цитирования: Кузнецова И.В., Ковалев Д.А., Писаренко С.В., Бобрышева О.В., Шапаков Н.А., Жиров А.М., Сафонова Н.С., Пономаренко Д.Г., 

Хачатурова А.А., Жилченко Е.Б., Сердюк Н.С., Куличенко А.Н. Генетическая характеристика штаммов Brucella melitensis, выделенных на территории Российской 
Федерации, на основе данных анализа единичных нуклеотидных полиморфизмов при полногеномном секвенировании. Проблемы особо опасных инфекций. 
2024; 1:154–161. DOI: 10.21055/0370-1069-2024-1-154-161

Поступила 26.07.2023. Отправлена на доработку 05.10.2023. Принята к публ. 21.11.2023.

I.V. Kuznetsova, D.A. Kovalev, S.V. Pisarenko, O.V. Bobrysheva, N.A. Shapakov, A.M. Zhirov,  
N.S. Safonova, D.G. Ponomarenko, A.A. Khachaturova, E.B. Zhilchenko, N.S. Serdyuk,  
A.N. Kulichenko
Genetic Profile of Brucella melitensis strains Isolated on the territory  
of the Russian Federation, Based on Analysis of single nucleotide Polymorphisms 
Following Whole Genome sequencing
Stavropol Research Anti-Plague Institute, Stavropol, Russian Federation

Abstract. The aim of the work was to conduct a comparative phylogenetic analysis based on wgSNP of complete 
genomes of Brucella melitensis strains circulating in the territory of the Russian Federation. Materials and methods. 
wgSNP typing of 412 B. melitensis strains of the main genetic lineages of brucella from different regions of the world, 
including 64 strains isolated in the regions of the European and Asian parts of the Russian Federation, was performed. 
DNA sequencing was conducted on the “Ion GeneStudio S5 Plus” platform (“Life Technologies”, USA) using the “Ion 
Plus Fragment Library Kit library preparation” (“Life Technologies”, USA), according to the “Ion 520™ & Ion 530™ 
Kit – Chef” protocol (Revision D.0). Results and discussion. It has been established that the strains circulating in Russia 
belong mainly to genotype II, which has a wide geographical distribution across the territory of Eurasia. At the same time, 
subgenotype IIh prevails in the regions of Siberia, and Iii – in the European territory of the country. For the first time, 
sets of specific SNPs have been identified that allow for intraspecific differentiation of B. melitensis strains. The obtained 
results made it possible to determine the probable routes of introduction of the causative agent of brucellosis into the 
territory of the Russian Federation from China and the countries of the Middle East. The prospect of using an optimized 
wgSNP typing scheme to solve urgent problems in the field of molecular epidemiology of brucellosis is demonstrated. It 
includes determining the genotype and subgenotype of the pathogen associated with the probable geographical region of 
origin of infection, and identifying the genetic relations between strains with high accuracy. 
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бруцеллез имеет глобальное распространение, 
эндемичен во многих регионах мира и остается 
наиболее значимой особо опасной зоонозной ин-
фекцией преимущественно на территориях северо-
кавказского, Южного, приволжского и сибирского 
федеральных округов российской Федерации [1].

род Brucella состоит из 12 самостоятельных 
видов, различающихся по генетическим, биохими-
ческим, антигенным и вирулентным характеристи-
кам. большое эпизоотическое и эпидемическое зна-
чение представляет вид B. melitensis – возбудитель 
бруцеллеза мелкого рогатого скота (козы и овцы), 
приводящий к поражению репродуктивной, костно-
суставной, сердечно-сосудистой и нервной систе-
мы [2].

система противоэпидемических мероприятий 
по контролю и борьбе с бруцеллезом, наряду с опе-
ративной индикацией и идентификацией возбудите-
ля, включает и его генетическое типирование. для 
генетической характеристики штаммов патогена 
нашли применение несколько молекулярных мето-
дов с высокой разрешающей способностью: анализ 
полиморфизма длин рестрикционных фрагментов 
(пдрФ) [3], мультилокусный анализ вариабельно-
го числа копий тандемных повторов (MLVA) [4–6], 
мультилокусное сиквенс-типирование (MLST) [7, 8] 
или мультилокусный сиквенс-анализ (MLSA) [9], 
выявление вставки или делеции нескольких нуклео-
тидов (InDel) [10] и др. в последние годы для гене-
тической характеристики штаммов, определения 
взаимосвязей между изолятами, оценки филогении 
и филогеографии бруцелл, выделенных из клиниче-
ского материала, от животных и объектов окружаю-
щей среды, все чаще используются методы высоко-
производительного секвенирования [11–14]. 

полногеномное секвенирование позволяет в 
ходе одного эксперимента получить исчерпываю-
щую информацию о геноме микроорганизма, вклю-
чая первичную структуру целевых генов (факторов 
вирулентности, антбиотикорезистентности и т.д.), 
сиквенс-тип, особенности плазмидного состава,  
в относительно короткие сроки, как правило, от трех 
до пяти дней. кроме того, в последние годы разра-
ботаны новые методы генотипирования, в том числе 
мультилокусное сиквенс-типирование корового гено-
ма (cgMLST) и полногеномный анализ однонуклео-
тидных полиморфизмов (wgSNP), обладающие су-
щественно большей дискриминирующей способно-
стью по сравнению с методами гель-электрофореза в 
импульсном поле (PFGE) и MLVA [15, 16].

следует отметить, что, несмотря на очевидные 
преимущества современных технологий полно-
геномного секвенирования, существует ряд объек-
тивных трудностей их практического применения, 
в частности: относительно высокая стоимость ис-
следования, сложность стандартизации алгоритмов 
обработки и интерпретации постоянно увеличиваю-
щихся массивов данных WGS в условиях прекра-
щения доступа к коммерческим зарубежным био-
информационным платформам и онлайн-ресурсам, 
потребность в наличии высококвалифицированного 
персонала в области биоинформатики. 

на основании метода wgSNP охарактеризована 
структура глобальной популяции бруцелл. в 2015 г. 
K. Tan et al. определили, что вид B. melitensis пред-
ставлен пятью основными генетическими линиями, 
которые соответствуют потенциальному географи-
ческому происхождению изолятов: I – средиземно-
морская, II – азиатская, III – африканская, IV – евро-
пейская, V – американская [17]. 

ранее нами был проведен эволюционно-
филогеографический анализ, в результате которого 
определены временные интервалы дивергенции ге-
нотипов и подгенотипов для каждой генетической 
линии [18]. согласно результатам исследования 
22 штамма B. melitensis из россии были отнесены к 
генотипу II.

учитывая широкое географическое распро-
странение вида B. melitensis на территории россии, 
актуальным является проведение исследований 
штаммов, выделенных на территориях эндемичных 
регионов, с целью накопления знаний о филогенети-
ческой структуре возбудителя и геномных особенно-
стях штаммов.

цель исследования – проведение масштабной 
филогенетической реконструкции на основе полно-
геномного SNP-анализа штаммов B. melitensis, выде-
ленных на территории российской Федерации с 1948 
по 2021 г.

материалы и методы

геномные последовательности 348 штаммов 
B. melitensis, выделенных в период с 1956 по 2021 г., 
получены из международной базы данных GenBank. 

геномы 64 штаммов секвенированы в Фкуз 
ставропольский противочумный институт роспо-
требнадзора, из которых 59 выделены от больных 
людей и 5 – от животных. исследуемые штаммы 
были изолированы в разное время на территории  
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европейской и азиатской части российской 
Федерации: 42 штамма – северный кавказ (1999–
2021 гг.), 13 – сибирь (1958–2010 гг.), 5 – урал (2011, 
2019 гг.), 1 – дальний восток (2019 г.), 1 – поволжье 
(1948 г.), 1 – г. москва (2017 г.), 1 – г. санкт-петербург 
(2021 г.). независимо от места, времени и источника 
выделения, штаммы характеризовались специфич-
ным для B. melitensis ростом на жидких и твердых 
питательных средах. все изоляты были типичны по 
своим фенотипическим и антигенным свойствам.

бактерии культивировали на бруцелла-агаре при 
37 °с в течение 48 ч. к микробной взвеси с концен-
трацией 2·109 м.к./мл добавляли мертиолят натрия 
до конечной концентрации 0,01 % и инкубировали 
при температуре 56 °с в течение 30 мин. геномную 
днк выделяли из 0,5 мл обработанной мертиоля-
том натрия микробной взвеси с использованием на-
бора PureLink Genomic DNA Kits (Life Technologies, 
сШа).

подготовку днк библиотек для секвенирования 
проводили по стандартному протоколу Ion Xpress™ 
Plus gDNA Fragment Library Preparation (Revision K.0) 
с использованием набора Ion Plus Fragment Library 
Kit (Life Technologies, сШа). секвенирование про-
водили с использованием секвенатора Ion GeneStudio 
S5 Plus (Life Technologies, сШа), по протоколу Ion 
520™ & Ion 530™ Kit – Chef (Revision D.0).

оценку качества данных секвенирования 
проводили с помощью программы FastQC (вер-
сия 0.11.3) [19]. чтения со средним значением каче-
ства Q<20, а также риды длиной менее 75 нуклеоти-
дов отфильтрованы в программе Trimmomatic (вер-
сия 0.33) [20]. для сборки геномов применяли про-
граммное обеспечение Newbler v3.0 (Roche, сШа), 
контиги длиной менее 500 нуклеотидов были уда-
лены. оценку качества сборки геномов выполняли 
с использованием программы Quast 3.0 [21].

для обнаружения SNP и построения фило-
генетического дерева использовали программу 
ParSNP [22]. запуск программы для множественного 
выравнивания 412 полногеномных последователь-
ностей B. melitensis против референсного генома 
B. melitensis 16M (GenBank: NC003317, NC003318) 
осуществляли с параметрами -c -e -u -C 1000. полу-
ченная в результате множественного выравнивания 
бинарная матрица, содержащая все нуклеотидные 
замены в коровом геноме исследуемых штаммов, ис-
пользовалась для обнаружения SNP специфичных 
для отдельных кластеров. визуализацию и аннота-
цию филогенетического дерева осуществляли с по-
мощью онлайн-инструмента iTOL v6.7.5 [23].

результаты и обсуждение

для определения на основании полногеномного 
SNP-анализа филогенетического положения штам-
мов B. melitensis, изолированных в россии, в струк-
туре глобальной популяции вида изучены получен-
ные последовательности полных геномов 64 штам-

мов бруцелл, выделенных на территории российской 
Федерации, а также геномы 347 штаммов патогена, 
представленных в международной базе данных 
GenBank NCBI (все доступные черновые и полные 
геномы на момент проведения анализа). 

кластерная структура филогенетического дере-
ва, построенного на основании данных полногеном-
ного SNP-анализа, согласуется с результатами преды-
дущих исследований [17, 18]. для описания фило-
гении мы использовали предложенную ранее схему 
обозначения ветвей (рис. 1). Филогенетический 
анализ определяет пять основных генетических ли-
ний (генотипов): I – средиземноморская (136 штам-
мов), II – азиатская (249 штаммов), III – африканская 
(15 штаммов), IV – европейская (3 штамма), V – аме-
риканская (9 штаммов). 

при анализе корового генома выявлено 
1854 SNP-маркера, специфичных для каждого из под-
генотипов B. melitensis. из них 1142 локализованы на 
первой хромосоме, 712 – на второй. процентное со-
отношение SNP-маркеров в кодирующих и некоди-
рующих областях генома составило 87,56 и 12,44 % 
соответственно. 

подгенотип IIa несет только SNP, специфичные 
для генотипа II, и у него нет уникальных мутаций; 
подгенотипы Va и Vb несут только SNP, специфич-
ные для генотипа V, а мутаций для подгенотипов не 
выявлено (табл. 1).

геномы штаммов, принадлежащих к подге-
нотипу IIi, отличаются только одним специфич-

Таблица 1 / Table 1

специфичные SNP-маркеры для генетических линий 
B. melitensis

Specific SNP markers for B. melitensis genetic lineages

№
генотип 
Genotype 

общее  
количество SNP 

для генотипа
Total number 

of SNPs  
for a genotype

исследо-
ванные  

подгено-
типы

Studied 
subgenotype

общее  
количество 

SNP для под-
генотипа

Total number  
of SNPs  

for a subgeno-
type

1 I 1095 – –

2

II 599

IIа –

3 IIb 24

4 IIc 107

5 IId 33

6 IIe 39

7 IIf 106

8 IIh 24

9 IIg 13

10 IIi 1

11 III 300 – –

12 IV 112 – –

13
V 0

Va –

14 Vb –



157

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2024; 1         Original articles

ным SNP-маркером – несинонимичной нуклео-
тидной заменой (с1212239т, CGT[R] => TGT[C]) 
в гене BME_RS05855 (O-acetylhomoserine-
aminocarboxypropyltransferase), локализованной на 
первой хромосоме. примечательно, что для пред-
ставителей подгенотипов IIa, Va и Vb специфичных 
SNP-маркеров не обнаружено. 

анализ филогенетического дерева, построенно-
го на основе данных wgSNP, позволил установить, 
что российские изоляты, секвенированные в рамках 
данного исследования, принадлежат к четырем под-
генотипам генетической линии II: IIb, IIh, IIg и IIi 
(рис. 2). 

Штамм B. melitensis C-636 (г. хабаровск, 2019 г.), 
выделенный из клинического материала, относится к 
генетическому кластеру IIb в составе одной группы 
с изолятами из сирии, турции и кувейта. в данном 
случае можно предположить завоз бруцеллезной ин-
фекции, поскольку штаммы данного генотипа на тер-
ритории российской Федерации больше не выявля-
лись. следует отметить, что подгенотип IIb включа-
ет также штамм B. melitensis C-289 (г. баку, 1984 г.),  
который занимает обособленное положение на фи-
логенетическом дереве, и наиболее близким к нему 
является кластер, образованный штаммами, выде-
ленными преимущественно на территории турции.

рис. 1. дендрограмма кластерного анализа коровых SNP штаммов B. melitensis

Fig. 1. Dendrogram of cluster analysis of core SNPs in B. melitensis strains
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к подгенотипу IIh относятся 9 штаммов воз-
будителя бруцеллеза, выделенных на территории 
сибирского федерального округа, и 51 штамм из 
китая (в том числе вакцинный штамм м5-10). в 
структуре подгенотипа IIh российские изоляты рас-
пределяются на три ветви. одну из ветвей, IIhA, 
образуют штаммы I-136 (республика хакасия, 
1959 г.), I-280 (республика бурятия, 1983 г.), I-340 
(г. красноярск, 1995 г.), I-160, I-370 (республика 
тыва, 1961 и 2010 гг.), а также 9 штаммов, выде-
ленных в китае в 1973, 1990, 2012, 2015 и 2021 гг. 
(штаммы BB9, BB10, M5-10, CIT31, CIT43, HB1526, 
6144, 43, BB1). три изолята, I-216, I-217, I-219, 
из республики бурятия (1970 г.) образуют вторую 
ветвь – IIhB. третья ветвь, IIhC, включает штамм 
I-349 из республики тыва (1999 г.) и 3 штамма из 
китая (Bruxj38, WS20160810 и QH2019001), выде-
ленные в 2014, 2016 и 2019 гг.

таким образом, штаммы из китая и россии, обра-
зующие подгенотип IIh, не имеют четкой кластерной 
дифференциации, за исключением трех изолятов из 
республики бурятия (1970 г.), что дает возможность 
предположить неоднократный завоз на территорию 
россии зараженных животных и продуктов животно-
го происхождения из эндемичных по бруцеллезу се-
верных регионов китая через казахстан и монголию 
и обратно в течение длительного времени.

в топологии генетической линии IIg выделяют-
ся две ветви, в составе которых имеются российские 
штаммы. одна из них, IIgA, включает изолят с-655 
(г. екатеринбург, 2019 г.), штамм BwIM IRN 28 
(иран, 2015 г.), а также штамм 1_14 (норвегия, 
2012 г.).

вторую ветвь, IIgB, составляют российский 
штамм B. melitensis I-308 (республика тыва, 1986 г.) 
и штамм BwIM TKM 56 из туркменистана (2015 г.). 
большинство остальных штаммов, относящихся к 
подгенотипу IIg, были выделены на территории стран 
ближнего востока (афганистан, кувейт, саудовская 
аравия, сирия, турция). как и в случаях с российски-
ми изолятами подгенотипа IIb, штаммы подгеноти-
па IIg на территории российской Федерации больше 
не выявлялись. в связи с этим представляется весьма 
вероятным завозное происхождение штаммов гено-
типа IIg, выделенных на территории россии. более 
глубокий анализ однонуклеотидных замен позволил 
обнаружить специфичные SNP-маркеры для штам-
мов филогенетических линий IIgA и IIgB (табл. 2).

подгенотип IIi включает 70 штаммов из китая, 
турции, индии, грузии и россии. российские изоля-
ты относятся к двум отдельным ветвям.

первая ветвь, IIiA, включает штаммы патогена, 
выделенные в саратовской (1948 г.), оренбургской 
(4 штамма, 2011 г.), новосибирской (1993 г.) и 
иркутской (1958 и 1965 гг.) областях, 10 штаммов, 
выделенных на территории республики калмыкия 
в 2000, 2019–2020 гг., а также 4 штамма китайского 
происхождения (Bruxj20, Bruxj09, NI, BL), изолиро-
ванные в 2007 и 2012–2014 гг. при этом изоляты из 
республики калмыкия образуют отдельный кластер 
в структуре филогенетической ветви (с-629, с-631, 
с-487, с-642, с-645, с-656, с-635, с-650, с-654, 
с-632).

вторая ветвь, IIiB, включает 5 штаммов из 
стран европы, 3 штамма из грузии, 1 из турции и 
34 российские культуры: 7 выделены на территории 

рис. 2. Фрагмент дендрограммы кластерного анализа коровых SNP. подгенотипы II генетической линии 

Fig. 2. Fragment of the dendrogram displaying cluster analysis of core SNPs. Subgenotypes of the II genetic lineage
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республики дагестан (2011–2014 гг.); 1 – в чеченской 
республике (2014 г.); 13 – в ставропольском крае 
(2011–2021 гг.); 11 – в республике калмыкия (2013–
2019 гг.); по одному – в санкт-петербурге (2021 г., 
завозной случай из республики дагестан) и москве 
(2017 г., завозной случай из республики дагестан).

высокая однородность геномов штаммов вто-
рой ветви, наряду с отсутствием четкой кластери-
зации по географическому признаку, свидетельству-
ет о длительной, постоянной циркуляции штаммов 
на территориях субъектов юга европейской части 
российской Федерации (республика дагестан, 
ставропольский край, республика калмыкия), что 
напрямую связано с распространением бруцелле-
за среди мелкого рогатого скота. причиной этого 
чаще всего является бесконтрольное приобретение 
и перемещение больных животных из эндемичных 
регионов, отсутствие профилактических, противо-
эпизоотических мероприятий и контроля со сторо-
ны ветеринарной службы.

результаты анализа географического распре-
деления мест выделения штаммов подгенотипа IIi 
свидетельствуют о двух независимых маршрутах 
исторического распространения B. melitensis на тер-
риторию российской Федерации. один из них – про-
никновение возбудителя на территорию юга сибири 
из китая через территорию монголии и казахстана. 
второй маршрут, возможно, связан с одним из от-
ветвлений великого шелкового пути и предполагает 
занос возбудителя на территорию юга европейской 
части россии с территории стран средней азии.

таким образом, на основании полногеномного 
SNP-анализа установлено, что штаммы B. melitensis, 

циркулирующие на территории россии, относят-
ся к генотипу II, имеющему широкое географиче-
ское распространение по всей территории евразии. 
при этом в регионах сибири преобладают штаммы 
подгенотипа IIh, а на юге европейской территории 
страны – IIi. полученные результаты продемон-
стрировали высокую степень гомологии геномных 
SNP-профилей штаммов B. melitensis, циркулирую-
щих на одной территории, и позволили определить 
вероятные пути проникновения возбудителя бруцел-
леза на территорию российской Федерации из китая 
и стран ближнего востока. 

в результате проведенной работы выявлены но-
вые уникальные SNP-маркеры B. melitensis, которые 
могут использоваться для внутривидового генети-
ческого типирования с целью определения проис-
хождения отдельных изолятов при решении задач 
молекулярно-эпидемиологического мониторинга. 

полученные данные демонстрируют высокую 
эффективность метода wgSNP в качестве инструмен-
та для изучения глобальных популяций микроорга-
низмов, эпидемиологического расследования вспы-
шек заболеваний и спорадических случаев, а также 
выявления атипичных или генномодифицированных 
вариантов патогенных бактерий.

в то же время определение эпидемического по-
тенциала изолятов возбудителя бруцеллеза на основе 
данных полногеномного секвенирования затруднено, 
главным образом, вследствие фрагментарности зна-
ний о генетических детерминантах вирулентности и 
функционировании генома бруцелл в ходе инфекции. 
в связи с этим целесообразно проведение дальней-
ших исследований, направленных на выявление осо-

Таблица 2 / Table 2

специфичные SNP-маркеры для генетических линий IIgA и IIgB
Specific SNP markers for IIga and IIgB genetic lineages

ветвь
Branch

количество SNP
Number of SNP

первая хромосома
The first chromosome

вторая хромосома
The second chromosome

IIgA 9

G77222T (Q-K)
G408479A (G-S)

C1074861G (D-H)
G1199277A (S-F)
A1660182G (S-P)

G2060435A (D=D)
G2094887A (Q-STOP)

G166770A (Q=Q)
G1144549A (I=I)

IIgB 27

C8336T (T-M)
C299099T (G-S)
G409123A (R-R)
G730891T (V-F)

G1098252A (A=A)
G1167509T (G=G)
G1233086A (P-S)
G1396529C (D-E)
C1412916T (S=S)
C1439099A (G=G)
C1628351T (L=L)
G1700252A (A-V)
A1748053G (V-A)
G1980366A (G-S)

A214074C (L-R)
A217636G (S=S)
C300143G (L=L)
C356833T (P=P)
A375902G (M-V)
G536182A (A=A)
G636860A (S=S)
T904712C (T-A)

A949246G (G=G)
C978155T (STOP-STOP)

G1001577C (G-R)
C1108445T (R-C)
T1161077C (T-A)
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бенностей транскрипционных и протеомных профи-
лей штаммов, принадлежащих разным генетическим 
линиям возбудителя бруцеллеза и обладающих раз-
личными комплексами фенотипических свойств.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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