
ОРИГИНАЛЬНЫЕСТАТЬИ3 هة٦8؛ .Проблемы особо опасных инфекций

DOI: 10.21055/0370-1069-2018-3-54-59

УДК 616.98:579.852.11(571.1/6)

Е.В. Кравец, З .ф . Дугаржапова, В.Е. Такайшвили, T A . Иванова, М.В. Чеснокова, С.В. Балахонов 

ИЗУЧЕНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ и МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИХ свойств ш та м м о в  
B A C IL L U S  A N T H R A C IS , и з о л и р о в а н н ы х  на  те р р и т о р и и  Си бири  

И д а л ь н е г о  в о с то ка  (1959-2013 гг.)
ФКУЗИркутсЁнаучно-исслебоеателъсЁпротиеочумнъш инститт СибирииДалънегоВо(^то١̂а», Иркутск,

РоссийскаяФеберация

цель работы -  ивчение биологических и молекулярно-генетических свойств культур Bacillus anthracis, вы­
деленных на курируемой территории сибири и Дальнего востока с 1959 по 2013 год. материалы и методы, 
в исследование отобрано 39 музейных штаммов B. anthracis, изолированных из материалов различного проис­
хождения в 11 субъектах сибири и дальнего востока во время эпизоотических и эпидемических осложнений 
по сибирской язве и мониторинга почвенных очагов. Штаммы ивчены по 16 культурально-морфологическим 
и 23 биохимизеским тестам, вирулентности, плазмидному составу, 15 вариабельным VNTR- и 13 SOT-локусам. 
результаты и обсуждение, показана фенотипизеская неоднородность и значительная генотипическая гетеро­
генность популяции штаммов сибиреязвенного микроба на курируемой территории. Типичными культ у рально­
морфологическими и биохимизескими свойствами обладают 87,2 % изолятов. По результатам молекулярно­
генетического типирования выявлено 20 W T R -профилей и три канонических SNP кластера, которые отнесены 
к двум глобальным генетическим линиям A и в. Полученные ревльтаты мокт служить в качестве генетиче­
ского маркера при расследовании случаев сибирской язвы, возможных актов биотерроризма и оценке эпизооти­
ческой активности с н п  на определенной административной территории. На основе систематизации и анализа 
сведений о происхождении, биологических и молекулярно-генетических свойств штаммов создана база дан­
ных «Биологизеские свойства штаммов Bacillus anthracis, изолированных на территории Сибири и Далиего 
востока», а также получено свидетельство о государственной регистрации. Структура базы данных пополняема 
и может быть расширена по результатам применения новых технологий и методов.
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Abstract. Objective -  study of biological and molecular-genetic properties of Bacillus anthracis cultures isolated in 
the supervised Siberian and Far Eastern territory betoeen 1959 and 2013. Materials and methods. 39 B. anthracis strains 
isolated from different specimens in 11 Siberian and Far Eastern constitoent entities during epizootic and epidemic com­
plications in terms of anthrax and monitoring of the soil foci were shidied. The strains were examined using 16 culhiral- 
morphological and 23 biochemical tests, for virulence, plasmid content, 15 VNTR- and 13 S№ -loci٠ Results and con- 
elusions. Phenolypic and considerable genolypic heterogeneity of B. anthracis strains found in the supervised territory 
was demonstrated. It was determined that 87,2 % of the isolates possessed typical cultural-morphological and biochemi­
cal properties. Twenty WTR-profiles and three canonical S№-clustera belonging to rtvo global genetic branches A and 
B were revealed by means of molecular-genetic typing. The data can serve as a genetic marker in the investigation of 
anthrax cases, potential bioterrorist acts and evaluation of epizootic activity of stationary hazardous as regards anthrax 
areas in the specified administrative territory. The database «Biological properties of Bacillus anthracis strains isolated 
in Siberia and Far East» was generated on the basis of systematization and analysis of the data concerning the origin, bio­
logical, molecular-genetic properties of the isolates. The Certificate of State Registration was also received. The database 
structure is replenishable and can be expanded if new technologies and methods are applied.
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венного микроба изучали в соответствии с требова­
ниями ^ к  4.2.2413-08 «Лабораторная диагности­
ка и обнаружение возбудителя сибирской язвы» и 
м у  1.3.2569-09 «организация работы лабораторий, 
использующж методы амплификации нуклеино­
вых кислот при работе с материалом, содержащим 
микроорганизмы I-IV групп патогенности». При 
работе с лабораторными животными руководство­
вались приложением к приказу № 755 м з  СССР от 
12.08.1977 г. «Правила проведения работ с исполь­
зованием экспериментальных животных», Приказом 
№ 708н от 23.08.2010 г. «об утверждении Правил 
лабораторной практики» (утратил силу в 2016 г.) и 
Приказом № 199н от 01.04.2016 г. «об утверждении 
правил надлежащей лабораторной практики».

Для W T R -анализа использовалось 15 локу­
сов тандемных повторов в геноме B. anthracis [11, 
14]: vrrA, vrrB1, vrrB2, vrrC1, vrrC2, CG3, pX01aat, 
pX02at, VNTR12, VNTR16, VNTR17, VNTR19, 
VNTR23, VNTR32 и VNTR35. Размер получен­
ных ампликонов определяли методом капиллярно­
го электрофореза на днк-анализаторе ABI Prism® 
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США; 
Hitachi, ^ о н и я )  путем сравнения с маркером моле­
кулярного веса GeneScan™ 500 LIZ™ Size Standard 
(кат. № 4322682 Applied Biosystems, США). в  SNP- 
анализе изучали 13 ранее описанных однонуклео­
тидных полиморфизмов (SNP-локусов) [14], условно 
обозначенных как ABr001, ABr002, ABr003, ABr004, 
ABr006, ABr007, ABr008, ABr009, BBr001, BBrQQ?, 
BBr003, BBr004 и ABBr001. Детекцию однонуклео­
тидных полиморфизмов осуществляли методом пря­
мого секвенирования при помощи набора SNaPshot 
Multiplex Kit (кат. № 4323159, Applied Biosystems, 
США) в соответствии с инструкцией по примене­
нию. Регистрацию ампликонов проводили на масс- 
спектрометре Microflex™ LT MALDI-TOF (Matrix- 
Assisted Laser Desorption/Ionization Time ٥f  
Flight, M A L D I-T .F ) (BrukerDaltonics, Германия).

Результаты и обсуждение

Изученные штаммы B. anthracis выделены из 14 
проб объектов окружающей среды (почва -  13, экс­
кременты лисицы -  1), 11 проб клинтеского матери­
ала больных и патологического материала умерших 
людей (карбункул -  4, кровь -  3, смыв с кожи -  2, 
по одной -  рвотные массы и проба печени трупа), 14 
проб материала от животных (мясо КРС -  8, мате­
риалы от больных и павших животных -  6: по три 
от крупного и мелкого рогатого скота). наибольшее 
количество исследованных штаммов (30,7 %) изо­
лированы на территории Республики Бурятия (РБ) 
с 2004 по 2009 год, что обусловлено выраженным 
эпизоотолого-эпидемиологическим неблагополучи­
ем республики, спорадическими случаями и вспыш­
ками сибирской язвы в 1999-2008 гг.

Способность спор сибиреязвенного микроба 
длительное время сохраняться в окружающей среде

Сибирская язва встречается во многих странах 
мира. источником инфицирования людей обычно 
являются больные и павшие сельскохозяйственные 
животные (Схж ) [8]. Основными факторами пере­
дачи сибиреязвенного микроба служат материалы 
животного происхождения -  мясо, мясопродукты 
вынужденного убоя и трупы животных.

Болезнь на территории Сибири имеет давнюю 
историю. За период 1860-1967 гг. только в Восточной 
Сибири насчитывалось 1486 стационарно небла­
гополучных по сибирской язве пунктов ( С т ) .  В 
статистических материалах «Состояние народного 
здравия и организация медицинской помощи в СССР 
за 1921-1933 гг.» в Восточно-Сибирском регионе за­
регистрировано 13769 случаев заболевания С х ж  и 
228 -  среди людей. в  1943-1967 гг. число заболев­
ших животных снизилось в 2,4 раза (5640 голов), а 
людей возросло в 2,0 (454 человека). За 1985-2017 гг. 
зафиксировано 3303 случая сибирской язвы среди не­
привитых С х ж  в 132 СНП 12-ти субъектов Сибири и 
Дальнего Востока и 120 случаев заболевания людей 
в 35 СНП восьми субъектов этих же регионов стра­
ны [3]. Крупнейшая эпизоотия сибирской язвы среди 
оленей (2650 голов), повлекшая заболевания людей 
(36 чел.), произошла в 2016 г. на ̂ гале [7]. Вспышки 
и спорадтеские случаи болезни подтверждены вы­
делением возбудителя -  Bacillus anthracis.

В мировой практике также известно пртгене- 
ние сибиреязвенного микроба в качестве оружия био­
терроризма. Разработка и внедрение молекулярно­
генетического типирования в лабораторную диагно­
стику сибирской язвы позволили установить проис­
хождение и источник распространения спор штамма 
сибиреязвенного микроба в 2001 г. при почтовых 
рассылках в США [10].

Таким образом, одним из актуальных направ­
лений в эпидемиологическом надзоре за сибирской 
язвой в РФ является сбор и систематизация данных 
по биологическим и молекулярно-генетическим 
свойствам штаммов B. anthracis различных регио­
нов с комплексной характеристикой изолируемых 
культур.

Цель работы -  изучение биологически и 
молекулярно-генетическихсвойств культурB. anthra- 
cis, выделенных на курируемой территории Сибири 
и Дальнего Востока с 1959 по 2013 год.

М атериалы и методы

В исследование взято 39 музейных штаммов 
B. anthracis, изолированных из клинтеского матери­
ала больных, продуктов животного происхождения и 
объектов окружающей среды во время вспышек, спо­
радических случаев сибирской язвы, мониторинга 
состояния СНП и сибиреязвенных захоронений в пе­
риод с 1959 по 2013 год на территории 11 субъектов 
Сибири и Дальнего Востока (таблица). обновлены и 
оформлены паспорта изученных штаммов.

Биологические свойства штаммов сибиреяз­
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Ш таммы B. an thracis, выделенные на территории Сибири и Дальнего Востога 1959-2013 гг. 

B. an th racis  strains Isolated in the territoiy o f Siberia and Far East between 1959 and 2013

№ штамма Год выделения Материал (объект) выделения Место выделения

И-9 1959 Содержимое карбункула человека Тувинская АССР, г. Кызыл

И-19 1959 труп коровы Читинская область, Борзинский район, с. КайластИ

И-23 1959 Кожа барана Читинская область, Борзинский район, к-з «К растій  Великан»

И-25 1959 Ухо павшей телки Читинская область, Борзинский район, база «АршантИ», скотоимпорт

И-29 1961 Содержимое карбункула человека Горно-Алтайская АО, Элекмонарский район, с. Чепош

И-34

1965

Кожа трупа человека

Хабаровский край, Вяземский район, с. ЛермонтовкаИ-35 Кровь человека

И-36 Рвотные массы человека

И-45 1966 Почва места падежа с х ж Тувинская АССР, эрзинский район, окрестности озера Торе-Холь

И-47 1966 Экскремента лисицы

И-63 1967 Почва скотомогильника Красноярский край, Краснотганский район, с. Байкалово

И-217 1981 Содержимое карбункула человека Тюменская область, г. Тобольск, Тобольская биофабрика

И-271 1980 Почва с места стоянки стада оленей Якутская АССР, Жиганский район, стоянка на р. Муна

И-274 1977 Содержимое карбункула человека Приморский край, Яковлевский район, с. Ново-Сысоевка

И-275 1979 Печень трупа человека Приморский край, Кавалеровский район, с. Устиновка

И-319

1983

Кровь человека

Омская область, г. ОмскИ-321 Смыв с мяса

И-323 Мясо

И-356 2004 Почва силосной ямы Р. Бурятия, Кяхтинский район, урочище Гуджертуй

И-357 2006 Почва пастбища

Р. Бурятия, Кяхтинский район, пастбище СНП ГуджертуйИ-358 2006 Почва

И-359 2006 Почва

И-360 2006 Смыв с кожи больного Алтайский край, Краснощековский район, с. Маралиха

И-361 2007 Мясо КРС Р. Бурятия, Тункинский район, п. Кырен

И-362

2008

Мясо КРС

Р. Бурятия, Баргузинский район, заимка Тогсохо

И-363 Биопроба мяса

И-364 Ухо павшей овцы

И-365 Ноздря павшей овцы

И-366 Почва

И-367 2008 Почва скотомогильника Р. Бурятия, Кяхтинский район, СНП Гуджертуй

И-374 2009 Почва Р. Бурятия, Баргузинский район, заимка Тогсохо

И-368 2010 Кровь человека Омская область, Тюкалинский район, с. Павловка

И-369 2012 Почва с места выпаса КРС Алтайский край, Быстроистокский район, с. Быстрый Исток

И-370 2012 Почва с подворья Алтайский край, Целинный район, с. Дэужба

И-371

2012

Биопроба мяса

Алтайский край, Быстроистокский район, с. Быстрый ИстокИ-372 Мясо КРС

И-373 Мясо КРС

И-375 2013 Почва предполагаемого 
сибиреязвенного захоронения

Приморский край, Ханкайский район, с. Астраханка

чаной материнской породе даже спустя 19 лет после 
вспышки, зарегистрированной в 1947 г. Изучение 
данного штамма в 2017 г. показало, что его виру­
лентность для белых мышей (L D 2 6 ,2 7 = ؛٠ ) за 70 лет 
не изменилась [3]. в  приморском крае из пробы поч­
вы предполагаемого сибиреязвенного захоронения 
с н п  Астраханка выделен авирулентный штамм с 
атипичными свойствами (и-375).

в  материалах животного происхождения куль- 
т^ры B. anthracis выделяли как бактериологтеским 
методом, так и через биопробу, метод биопробы

подтверждена обнаружением культуры B. anthracis в 
пробах почвенных очагов сибирской язвы трех субъ­
ектов Сибири и Дальнего Востока, в  Республике 
Бурятия в течение пяти лет возбудитель сибир­
ской язвы выделяли из почвы урочища Гуджертуй 
Кяхтинского района, после эпизоотии с эпидемте- 
скими осложнениями, произошедшей в 1999 г. [2], 
и з  почвы скотомогильника, перенесенного из зоны 
затопления ложа водохранилища красноярской 
ГЭС, изолирована культура B. anthracis (И-63), кото­
рая сохранила свои биологические свойства в пес-
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рХ02+ моноплазмидных штаммов не выявлено.
Большинство изученных штаммов, за исключе­

нием девяти (25 %, 5 атиптны х и 4 моноплазмид- 
ных), патогенны для белых мышей и морскж сви­
нок. у  штаммов сибирского и дальневосточного 
регионов, в связи с длительными сроками их хране­
ния в коллекционных фондах института, отмечается 
умеренная вирулентность (LD50 20-100 спор) для бе­
лых мышей по Э.НШляхову и ЕВГруз [6].

W T R -анализ 30 штаммов B. anthracis, выде­
ленных на территории сибири и дальнего востока 
(1959--010 гг.) и штаммов B. anthracis СТИ-1, 
Ihtiman, Stem 34F2, В ^Ж В В иМ  55 из музея жи­
вых культур института показал, что, в целом, по­
пуляция изучаемых штаммов весьма гетерогенна. 
Идентифицированы 20 W T R -профилей, при этом 
12 (60 %) из них уникальны -  встречаются только 
у одного штамма в выборке. Двадцать профилей 
группируются в восемь кластеров, которые форми­
руют три главных клоновых комплекса. Штаммы, 
изолированные во время и после эпизоотий с эпи­
демическими осложнениями, образуют отдельные 
кластеры, самый крупный из них включает шесть 
изолятов из Республики Бурятия (2008, 2009 гг.). 
Аллельный полиморфизм VNTR-локусов варьи­
ровал в широких пределах -  от 0,33 до 0,76. Три 
локуса (pXO2at, BaVNTR16 и BaVNTR17) демон­
стрировали наибольший полиморфизм (0,76, 0,71 и 
0,66 соответственно). Дискриминирующая способ­
ность 15-локусного W T R -анализа составила 0,957. 
сравнение полученных результатов с некоторыми 
мировыми данными [9, 11, 12, 13, 14] выявило, что 
возбудитель B. anthracis, выделенный в Сибири и на 
дальнем востоке, относится к двум глобальным ге­
нетическим линиям -  А и В. Большая часть геноти­
пов (85 %) входит в группу А (подгруппы А1 и А3). 
к  группе В (подгруппе В1) отнесено три варианта ге­
нотипа десяти штаммов, выделенных в 2008-2012 гг. 
в Республике Бурятия, Омской области, Алтайском 
крае и в 1961 г. на территории Республики Алтай. 
ранее описано, что генотипы штаммов сибиреязвен­
ного микроба из Республики Бурятия и омской об­
ласти максимально близки к генотипу G17 штаммов 
из грузии и Республики дагестан [5]. семь наборов 
ампликонов отличаются от известных генотипов по 
одному или более локусам и не встречаются в лите­
ратурных источниках -  изоляты из Алтайского края 
(2012), Республики Бурятия (2004, 2006) и штаммы 
B. anthracis Ihtiman, Stem 34F2, 55 ВНИИВВиМ из 
музея живых культур института.

Результаты, полученные методом масс-спектро- 

гласуются с результатами MLVA-генотипирования -  
выявлено основное разделение на ветви А и В. 
изученные штаммы преимущественно относятся 
к трем канонтеским SNP кластерам A.Br.001/002 
(Республики Бурятия, Тыва, Саха (Якутия), Омский, 
Забайкальский и Хабаровский края), A.Br.008/009 
(Республика Бурятия, Красноярский и Приморский

позволяет восстановить основные биологические 
свойства возбудителя сибирской язвы и провести до­
стоверную идентификацию выделенной культуры. 
например, во время эпизоотии 2012 г. в с. Быстрый 
Исток Быстроистокского района Алтайского края из 
пробы мяса вынужденно забитого бычка путем пря­
мого посева методом отпечатков на агар хоттингера 
и заражением биопробных белых мышей взвесью 
нативного материала выделены две субкультуры 
B. anthracis. по  результатам трех экспресс-методов 
индикации и десяти основных идентификационных 
бактериологических тестов лабораторной диагно­
стики, выделенный путем прямого посева штамм 
(И-372) не имел генов, локализованных в составе 
обеих плазмид вирулентности (рХО1-/рХО2-), обла­
дал неспецифическим свечением при люминесцент­
ной микроскопии (++) и нехарактерными морфоло- 
гтеским и и культуральными свойствами. у  штам­
ма, выделенного биопробным методом (И-373), от­
мечались типичные культурально-морфологические 
свойства и класстеский плазмидный набор.

предполагаемыми причинами вышеизложен­
ного может являться низкая эффективность ампли­
фикации генов-мишеней из-за большого количества 
ингибиторов полимеразной цепной реакции (ЩЦР) в 
исследуемом материале (белковый фон, сопутствую­
щая микрофлора, автолиз мяса в процессе длитель­
ной транспортировки и т.п.).

Атипичными культурально-морфологическими 
и молекулярно-генеттескими свойствами обладают 
пять штаммов: И-275, И-323, И-369, И-370, И-375. 
Все атипичные штаммы объединяет нетипичный 
рост на плотной (сглаженная «львиная грива») и 
жидкой (мутный бульон, без выраженного осадка в 
виде «комочка ваты») питательных средах, недоста­
точный (со вторичным ростом в зоне воздействия) 
лизис видоспецифичным бактериофагом («гамма 
А-26»), вариабельная биохимическая активность, 
отсутствие капсулы in vivo и in vitro, а также отсут­
ствие патогенности для белых мышей и морских 
свинок, отрицательный результат ПЦР на наличие 
генов плазмид вирулентности.

Остальные 34 штамма демонстрирую типот- 
ные для сибиреязвенного микроба свойства с не­
значительными вариациями -  некоторые свежевы­
деленные почвенные изоляты кроме осадка в виде 
«комочка ваты» дают помутнение при росте в бу­
льоне хоттингера, на плотной среде диссоциируют 
и проявляют вариабельные культуральные признаки 
(например, наличие лецитиназной или гемолитиче­
ской активности, отсутствие пенициллиназной ак­
тивности). Биохимическая активность большинства 
штаммов практически одинакова и типична.

по  плазмидному профилю подавляющее боль­
шинство штаммов (76,9 %) содержат гены обеих 
плазмид вирулентности (рХО1+/рХО2+), четыре 
штамма -  И-25, И-47, И-217, И-356 -  только плаз­
миды токсинообразования (рХО1+/рХО2-), пять бес- 
плазмидных (рХО1-/рХО2-) атиптны х штамма,
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довании случаев сибирской язвы, возможных актов 
биотерроризма и оценке эпизоотической активности 
с н п  на определенной административной террито­
рии с использованием гис-технологий. внедрение 
базы будет способствовать информационному обе­
спечению при идентификации культур для и совер­
шенствования эпизоотологического и эпидемиологи­
ческого надзора за сибирской язвой.
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края, Тюменская область) и B.Bi .001/002 (Республики 
Бурятия и Алтай, Алтайский и Омский края), при 
этом распределение штаммов по кластерам, пример­
но, одинаковое. Примечательно, что штаммы, вы­
деленные на территории Республики Бурятия, пред­
ставлены во всех трех кластерах, но преимуществен­
но в B.Bi .001/002, к которому относятся и изоляты из 
Ж А О  2016 г. [7].

Ранее штаммы P. anthracis 55 В ^Ж В В иМ  и 
СТИ-1 были отнесены к одному генотипу по 18 ва­
риабельным локусам хромосомной локализации [4], 
однако, примененный нами расширенный протокол 
исследования 28 локусов сибиреязвенного микроба 
позволил дифференцировать их [1], что еще раз до­
казывает необходимость применения расширенного 
протокола типирования P. anthracis.

Таким образом, изучение 39 штаммов, выде­
ленных в 11 субъектах Сибири и Дальнего Востока 
(1959-2013 гг.), показало незначительную вариа­
бельность их биологически и выраженную гете­
рогенность молекулярно-генетических свойств. 
Типичными культурально-морфологическими свой­
ствами обладают 87,2 % изолятов. Атипичность 
12,8 % штаммов проявляется в нехарактерных 
культурально-морфологических свойствах и отсут­
ствии генов плазмид вирулентности. Все штаммы 
P. anthracis Сибирского и Дальневосточного регио­
нов отнесены к двум глобальным генетическим ли­
ниям А и В.

На основе полученных и систематизирован­
ных результатов исследований создана база данных 
«Биологтеские свойства штаммов Pacillus anthracis, 
изолированных на территории Сибири и Дальнего 
Востока» (свидетельство о государственной реги­
страции № 2016620321 в Реестре баз данных от
10.03.2016 г. Федеральной службы по интеллекту­
альной собственности), состоящая из двух условных 
модулей. первый модуль собран из восьми блоков, 
которые включают данные о происхождении штам­
мов (номер штамма, вид материала, место и дата вы­
деления, метод выделения, кем и где выделен) и наи­
менования основных индикационных и идентифика­
ционных тестов лабораторной диагностики (обнару­
жение методом п ц р  фрагментов структурных генов 
плазмид токсино- (рХО1) и капсулообразования 
(рХО2)؛ результаты бактериоскопии и люминесцент­
ной микроскопии؛ культурально-морфологические 
свойства по 16 идентификационным тестам؛ по­
казатели LD5. для белых мышей и морскж свинок 
и оценка степени вирулентности؛ биохимические 
свойства по 23 дополнительным тестам). Второй мо­
дуль содержит молекулярно-генеттескую характе­
ристику штаммов P. anthracis, изученных методами 
MLVA и прямого секвенирования по 15 вариабель­
ным VNTR- и 13 SNP-локусам.

Структура базы данных пополняема и может 
быть расширена по результатам применения новых 
технологий и методов. Сведения из базы могут слу­
жить в качестве генетического маркера при рассле­
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