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2016 год отмечен крупнейшей эпизоотией сибир-
ской язвы среди северных оленей в ямало-ненецком 
автономном округе (янао), повлекшей за собой за-

болевание 36 человек с одним летальным исходом. 
в ходе эпидемиологического расследования выде-
лены штаммы возбудителя сибирской язвы в пробах 
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цель работы – определение фенотипических свойств и генетических особенностей штаммов 
Bacillus anthracis, выделенных во время вспышки сибирской язвы на ямале в 2016 г. материалы и 
методы. исследовали штаммы сибиреязвенного микроба по основным, дополнительным идентифи-
кационным тестам и методами canSNP-, MLVA-генотипирования и полногеномного секвенирования. 
результаты и выводы. выявлена идентичность фенотипических свойств, генотипов и профилей пол-
ногеномного секвенирования штаммов вне зависимости от источника выделения. подтвержден общий 
источник заражения людей. определены филогенетические взаимоотношения исследованных штам-
мов и их место в глобальной популяции B. anthracis. впервые изучена вариабельность набора генов, 
связанных с патогенностью, и показана эффективность использования предложенного алгоритма гене-
тического типирования.
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от больных людей и трупов оленей. исследование 
штаммов имело целью определить биологические 
свойства, выявить генетические особенности, сход-
ство их генотипа с известными вариантами для обо-
снования эпидемиологических данных об источнике 
заражения людей, получить представление о генети-
ческих взаимоотношениях штаммов, определения 
их места в глобальной популяции Bacillus anthracis.

материалы и методы

исследовали 10 штаммов сибиреязвенного ми-
кроба, выделенных в 2016 г. в янао. для сравнения 
генотипов использовали 10 штаммов из коллекции па-
тогенных микроорганизмов Фкуз «ставропольский 
научно-исследовательский противочумный инсти-
тут», а также литературные данные о генотипе штам-
ма B. anthracis Ames Ancestor (табл. 1).

Фенотипические свойства штаммов оценивали 
в соответствии со схемой идентификации сибиреяз-
венного микроба, приведенной в методических ука-
заниях мук 4.2.2413-08 «лабораторная диагности-
ка и обнаружение возбудителя сибирской язвы».

молекулярно-генетическое типирование про-
водили методами с разной разрешающей способно-

стью. анализ «канонических» единичных нуклеотид-
ных полиморфизмов (canSNP-типирование) прово-
дили по схеме [1], используя аллельспецифическую 
пцр-амплификацию с LNA-модифицированными 
зондами и учетом результатов в формате реального 
времени по модифицированной методике на ампли-
фикаторе Rotor-Gene Q (QIAGEN, германия). MLVA-
типирование осуществляли по 25 VNTR-локусам с 
пцр-праймерами, описанными F.Lista et al. [2], пу-
тем секвенирования каждого из локусов в автомати-
ческом днк-анализаторе ABI 3500 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, сШа). полногеномное секве-
нирование (пгс) проводили с помощью секвенатора 
Ion Torrent PGM, чипов Ion 316 Chips Kit V2 (Life 
Technologies, сШа) и набора реагентов Ion Xpress 
TM Plus Fragment Library Kit (Life Technologies, 
сШа) в соответствии с протоколом производите-
ля. анализ данных пгс проводили с применени-
ем программ Wombac 2.0 (VBC (Monash University, 
австралия), SplitsTree 4 (version 4.14.4) (Universität 
Tübingen, германия), CLC Sequence Viewer Version 
7.0 (QIAGEN, германия, сLсbio, Aarhus A/S).

анализ структурных и регуляторных генов, фак-
торов патогенности (pagA, lef, cya, capA, capB, capC, 
capD, capE, abrB, acpA, acpB, atxA, pagR), по дан-

Таблица 1

Происхождение и canSNP-генотипы штаммов B. anthracis

Штамм 
B. anth-

racis

источник  
выделения

место  
выделения

год  
выде-
ления

локусы canSNP
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11 больной человек янао, салехард 2016 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

12 больной человек янао, салехард 2016 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

23 больной человек янао, салехард 2016 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

24 труп оленя янао, район озера письёто 2016 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

25 труп оленя янао, район озера письёто 2016 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

26 труп оленя янао, район озера письёто 2016 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

27 труп оленя ямальский р-н,  
новопортовская тундра

2016 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

28 труп оленя янао, район озера письёто 2016 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

29 зольный остаток с места  
сжигания оленя

янао, район реки еваяха 2016 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

5876 труп оленя янао, район озера письёто 2016 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

1051/35 труп лошади г. уфа 1935 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

14/41 содержимое язвы больного дагестан 1963 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

1284 пельмени «особые» г. омск 2010 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

140п почва скотомогильника тверская область 1979 T G A T C T T A T T A T A B.Br.001/002

81/1 содержимое карбункула больного ставропольский край 1969 т G A T A T G A T G G T A A.Br.008/009

1266 почва подворья ставропольский край 2006 т G A T A T G A T G G T A A.Br.008/009

1269 спинномозговая жидкость  
больного

рсо-а 2007 т G A T A T G A T G G T A A.Br.008/009

1(со) материал от крс рсо-а 1968 т G A T A T G A T G G T A A.Br.008/009

1307 струп язвы больного ставропольский край 2013 т G A T A T G A T G G T A A.Br.008/009

1322 мясо овцы ставропольский край 2013 т G A T A T G A T G G T A A.Br.008/009

и-271 почва с места падежа скота якутская асср 1980 T A G C A T T A T G G T A A.Br 001/002

Ames 
Ancestor

труп коровы сШа, техас 1981 C A G C A T T A T G G T A A.Br.Ames
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ным черновой сборки полногеномного секвенирова-
ния штаммов, проводили in silico, сравнивая с после-
довательностями генов B. anthracis Ames Ancestor c 
использованием ресурса NCBI BLASTn (www.blast.
ncbi.nlm.nih.gov).

анализ SNR по нескольким генетическим обла-
стям проводили с применением праймеров, описан-
ных L.J.Kenefic et al. [3].

Филогенетический анализ проводили в про-
грамме FYLOViZ 2.0 (www.phyloviz.net) по алгорит-
мам UPGMA и Neighbor-Joining.

результаты и обсуждение

все выделенные в янао штаммы имели био-
логические свойства, характерные для типичных 
штаммов B. anthracis, в том числе типичную бакте-
риоскопическую морфологию при окрашивании по 
грамму специфическими иммуноглобулинами диа-
гностическими флуоресцирующими сибиреязвенны-
ми вегетативными адсорбированными, формировали 
колонии в R-форме на плотных питательных средах 
и придонный рост с сохранением прозрачности сре-
ды в питательном бульоне, обладали способностью 
к спорообразованию. у штаммов не выявлялась фос-
фатазная, лецитиназная, гемолитическая активность 
на кровяном агаре, они проявляли гемолитическую 
активность на специальных средах, продуцировали 
протеолитические ферменты и протокатеховую кис-
лоту, обладали способностью к токсинообразованию 
in vitro, капсулообразованию in vitro и in vivo, давали 
положительную реакцию асколи. пцр с днк штам-
мов была положительной с праймерами к генам pag, 
cya, capA и хромосомной областью prophage_03. 
Штаммы чувствительны к сибиреязвенным бакте-
риофагам Fah-внииввим R/D-ph-6, гамма а26, 
широкому спектру антибактериальных препаратов 

групп пенициллинов, тетрациклинов, фторхиноло-
нов, рифампицину, аминогликозидов, левомицетину, 
тилозину и устойчивы к полимиксину. значение LD50 
для белых беспородных мышей составило 5÷23 спо-
ры, для морских свинок – 237÷830 (подкожное за-
ражение), что свидетельствует о высокой вирулент-
ности штаммов.

SNP-типирование показало, что все штаммы, 
выделенные в 2016 г. в янао, независимо от ис-
точника и места выделения имеют одинаковый 
canSNP-генотип B.Br.001/002. аналогичный ге-
нотип характерен для штаммов B. anthracis 1284, 
B. anthracis 1051/35, B. anthracis14/41 и B. anthracis 
140п. Штаммы B. anthracis 81/1, B. anthracis 1266, 
B. anthracis 1307 и B. anthracis 1322, имели генотип 
A.Br.008/009, а штамм B. anthracis Ames Ancestor – 
A.Br.Ames (табл. 1). 

эти данные стали первым свидетельством при-
надлежности штаммов из вспышки в янао к одно-
му источнику и близости их генотипа с генотипами 
штаммов B. anthracis 1051/35, B. anthracis 1284, 
B. anthracis 14/41 и B. anthracis 140п. 

все изоляты, выделенные в 2016 г. в янао, 
имеют один и тот же MLVA-генотип (табл. 2). это 
подтвердило предварительный вывод на основании 
SNP-генотипирования об общности их происхожде-
ния, связи заболевания людей с эпизоотией сибир-
ской язвы оленей в янао. на дендрограммах, по-
строенных по результатам MLVA, хорошо видно 
разделение штаммов на три кластера (рисунок, II). 
первый кластер включает все ямальские штаммы, а 
также штаммы 1051/35, 1284, 14/41 и 140п; второй – 
штаммы 81/1, 1(со), 1266, 1269, 1307 и 1322; тре-
тий – штаммы и-271 и Ames Ancestor. особенностью 
ямальских штаммов, как и других штаммов из пер-
вого кластера, является отсутствие амплификации с 
праймерами к локусу Bams34. наиболее близким к 

Таблица 2

MLVA25- и canSNP-генотипы штаммов B. anthracis

Штамм, № vr
rA

vr
rB

1

vr
rB

2

vr
rC

1

vr
rC

2

C
G

3
pX

-
O

1a
at

pX
O

2a
t

B
am

s0
1

B
am

s0
3

B
am

s0
5

B
am

s1
3

B
am

s1
5

B
am

s2
1

B
am

s2
2

B
am

s2
3

B
am

s2
4

B
am

s2
5

B
am

s2
8

B
am

s3
0

B
am

s3
1

B
am

s3
4

B
am

s4
4

B
am

s5
1

B
am

s5
3

11, 12, 23, 24, 25, 26,  
27, 28, 29, 5876 9 19 7 53 17 2 9 7 14 27 7 27 45 10 15 10 11 13 12 17 85 -1 8 6 6

1051/35 9 19 7 53 17 2 7 7 14 27 7 27 45 10 15 10 11 27 12 17 85 -1 8 6 6

14/41 9 19 7 53 17 2 8 8 14 27 7 27 45 10 15 10 11 13 13 17 84 -1 8 8 6

1284 9 19 9 53 17 2 9 8 14 26 7 7 45 10 15 9 11 13 14 17 84 -1 8 6 8

140п 9 19 7 53 17 2 8 8 13 27 7 27 24 10 17 10 11 13 12 17 30 -1 8 9 8

81/1 10 16 7 57 21 1 11 8 13 27 7 30 45 10 15 9 11 13 14 76 65 9 8 9 8

1266 11 16 7 57 21 1 11 8 13 30 7 30 45 10 15 9 11 13 14 76 65 9 8 9 8

1269 11 16 7 57 21 1 11 8 13 30 7 30 45 10 15 9 11 13 14 76 65 9 8 9 8

1(со) 10 16 7 57 21 1 11 8 13 30 7 33 45 10 15 9 11 13 14 76 40 9 8 9 8

1307 10 16 7 57 21 1 11 8 14 30 7 30 45 10 15 10 11 13 14 76 65 9 8 9 6

1322 10 16 7 57 21 1 11 8 14 30 7 30 45 10 15 10 11 13 14 76 65 9 8 9 6

и-271 10 16 7 53 17 2 7 11 16 28 7 5 45 10 16 11 13 7,3 57 64 8 11 8 9 8

Ames Ancestor 10 16 6 53 17 2 7 10 16 26 5 70 24 10 16 11 11 13 14 57 64 11 8 9 8
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Дендрограммы генетических взаимоотношений 
штаммов B. anthracis на основе:      
I – MLVA (Neighbor-Joining); II – полногеномного секве-
нирования (UPGMA), III – анализа генов патогенности 
(Neighbor-Joining) 

14/41 (отличия по пяти локусам). уникальность 
MLVA25-генотипа ямальских штаммов установле-

штаммам из ямала был генотип штамма 1051/35, от-
личавшийся только по двум локусам, и затем штамм 
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на при сравнительном анализе генотипов 1713 изо-
лятов, представленных в базе данных из ресурса 
MLVAbank for Bacterial Genotyping (http://mlva.u-
psud.fr/mlvav4/genotyping). идентичность генотипов 
ямальских штаммов, выделенных в трех отдаленных 
очагах (район озера письёто, новопортовская тун-
дра, район реки еваяха), может быть свидетельством 
разлитых эпизоотий в прошлом, вызванных одним 
типом B. anthracis. в связи с идентичностью геноти-
пов всех штаммов из вспышки для дальнейшего ис-
следования были отобраны штаммы B. anthracis 12 
(выделен от человека) и B. anthracis 24 (выделен от 
оленя), а также штаммы сравнения B. anthracis 1284, 
14/41, 140п, 81/1, 1(со), 1266, 1269, 1051/35, 1307, 
1322 и Ames Ancestor.

изучение полногеномных нуклеотидных после-
довательностей 149 штаммов B. anthracis и одного 
штамма Bacillus cereus позволило получить пред-
ставление о генетических взаимоотношениях штам-
мов и их месте в глобальной популяции B. anthracis. 
из дендрограммы, построенной по результатам ана-
лиза, видно, что штаммы B. anthracis 12 и 24, выде-
ленные в янао, группируются вместе со штаммами 
B. anthracis 14/41, B. anthracis 1284, а также со штам-
мом B. anthracis HYU01 (выделен в корее в 2009 г.) 
(рисунок, II). Штаммы сравнения B. anthracis 1(со), 
81/1, 1266, 1269, 1307 и 1322 группируются отдель-
но. Штамм B. anthracis и-237 является отдельной 
ветвью, связанной с группой Ames. такой харак-
тер распределения штаммов соответствует данным 
canSNP-генотипирования и MLVA (рисунок, I, II). 

изучение генетической вариабельности 9 ис-
следуемых штаммов (рисунок, III) проводили на 
основании данных черновой сборки при условии, 
что каждый из генов располагался в пределах одного 
из контигов сборки. на основании указанного крите-
рия из исследования исключены ген pagA у штаммов 
B. anthracis 12 и B. anthracis 24 и гены lef, acpB и atxA 
у штамма B. anthracis 1284. Штаммы B. anthracis 12 
и 24 отличались от референсного штамма заменами 
и делециями в пяти генах и вставкой из девяти осно-
ваний в acpA. последняя встречается также у штам-
мов B. anthracis 140п и 141/41, у шести штаммов 
B. anthracis из базы данных NCBI, один из которых 
(B. anthracis HYU01, корея), по данным пгс, близок 
к B. anthracis 12 и 24. изменения в гене acpB у штам-
мов B. anthracis 12 и 24 отличают их от всех осталь-
ных штаммов. между собой эти штаммы отличались 
генами cya, acpB и atxA. в совокупности отличия в 
исследованных генах позволили идентифицировать 
от 4 до 7 типов генов lef, cya, acpA, capA и acpB и 
три типа генов atxA. у генов pagR, capB, capC, capD 
и capE вариабельности не отмечено.

Филогенетический анализ показывает, что из-
ученные штаммы делятся на 9 индивидуальных ге-
нотипов, составляющих две группы (рисунок, III). 
Штамм B. anthracis 12 по этим данным ближе всего 
к штамму B. anthracis 1051/35, а штамм B. anthracis 
24 – к штамму 140п. впервые примененный анализ 

последовательностей генов патогенности позволил 
получить разделение генотипов штаммов B. anthracis 
12 и 24, недостижимое при canSNP-анализе и MLVA. 

исследование штаммов B. anthracis 12 и 24, вы-
деленных от человека и трупа оленя соответственно, 
показало, что существуют различия в числе единич-
ных повторов адениновых нуклеотидов в трех SNR-
локусах (CL10, CL12 и CL35): у B. anthracis 12 – 20, 
13 и 12 повторов, соответственно, у B. anthracis 24 – 
18, 12, 11, у штамма Ames Ancestor – 16, 15 и 15.

эти отличия между двумя ямальскими штамма-
ми могли быть следствием неоднократных трансмис-
сий инфекций между оленями и передачи к человеку 
в ходе одной вспышки, так как скорость мутации в 
SNR-локусах наиболее высока и достаточна для воз-
никновения новых генетических вариантов.

проведенное исследование показало, что все 
штаммы B. anthracis, выделенные в ходе вспышки 
сибирской язвы в янао в 2016 г., имеют одинако-
вые типичные морфологические, биохимические, 
генетические свойства и высокую вирулентность. 
Штаммы B. anthracis, выделенные от оленей и боль-
ных людей, имеют одинаковые canSNP- и MLVA25-
генотипы, идентичный профиль полногеномного 
секвенирования, что подтверждает заражение людей 
при различного рода контакте с заболевшими живот-
ными. совпадение их генотипов может объясняться 
циркуляцией одного штамма возбудителя сибирской 
язвы на территории янао сейчас и во время разли-
тых эпизоотий в прошлом. наиболее близким к ним 
является штамм B. anthracis 1051/35, выделенный в 
1935 г. в уфе. выявлена внутривидовая вариабель-
ность нуклеотидных последовательностей генов, 
ассоциированных с патогенностью B. anthracis. 
Штаммы B. anthracis 12 (от больного человека) и 
B. anthracis 24 (от оленя) имеют тип гена acpB, ко-
торый отличает их от других штаммов B. anthracis, 
и тип генов cya, acpB и atxA, отличающий их между 
собой. анализ SNR предполагает существование 
неоднократной трансмиссии возбудителя в ходе 
вспышки сибирской язвы. в целом, выбранный алго-
ритм и набор методов молекулярного анализа штам-
мов – canSNP-типирование, MLVA25-типирование, 
полногеномное секвенирование – показал пригод-
ность для проведения оперативного молекулярно-
эпидемиологического расследования вспышек си-
бирской язвы. 
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