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Цель – выявление новых генетических маркеров для использования в молекулярном типировании Bacillus an-
thracis. Материалы и методы. Исследовали геномы 16 штаммов B. anthracis из коллекции ФКУЗ «Ставропольский 
противочумный институт», 11 штаммов B. anthracis и 5 штаммов Bacillus cereus из GenBank. Использовали методы 
анализа in vitro и in silico канонических и полногеномных единичных нуклеотидных полиморфизмов (SNP), об-
ластей генома с вариабельным числом тандемных повторов (VNTR). Результаты и обсуждение. У ряда штаммов 
B. anthracis главной генетической линии B в пределах гомологичных генов трицистронного оперона gerH, коди-
рующего белки, связанные прорастанием спор, имеются делеции и (или) замены единичных нуклеотидов. Гены 
gerA оперона содержат VNTR-локус Bams34, размеры генов у разных штаммов варьируют из-за разного числа тан-
демных повторов и наличия инделов, что предполагает вариабельность белков GerA прорастания спор. В области 
отжига обратного праймера у части из них имеются SNP или делеция, что делает невозможной ПЦР-амплификацию 
локуса Bams34. Идентифицированы не описанные VNTR-локус, SNP и индел в последовательностях плазмид 
pXO1 и pXO2, а также SNP в хромосомном гене транспортера глицерол-3-фосфата. Сконструированы две пары 
ПЦР-праймеров к плазмидным областям, содержащим инделы. VNTR-локус, SNP и инделы в последовательностях 
плазмид pXO1 и pXO2 пригодны в качестве генетических маркеров для дифференциации типичных вирулентных 
диплазмидных штаммов по принадлежности к основным генетическим линиям B. anthracis A, B и C. Аллель T SNP 
в пределах хромосомного гена glpT является специфичной для одного из двух штаммов, выделенных в ходе одной 
вспышки сибирской язвы, и отличает его от всех других штаммов B. anthracis.
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Abstract. Objective: Identification of new markers for the molecular typing of Bacillus anthracis. Materials and 
methods. The genomes of 16 B. anthracis strains from the collection of the Stavropol Research Anti-Plague Institute, 
11 B. anthracis strains and 5 strains of Bacillus cereus from GenBank were investigated. The methods of in vitro and in 
silico analysis of canonical and whole-genome single nucleotide polymorphisms (SNP), genome regions with variable 
number of tandem repeats (VNTR) were used for the analysis. Results and discussion. It has been established that there 
are deletions and (or) SNPs in some of B. anthracis strains of the main genetic lineage B, within the homologous genes 
of the tri-cistronic operon gerH, which encodes spore germination proteins. gerA genes contain the Bams34 VNTR lo-
cus, the sizes of genes in different strains vary due to the different number of tandem repeats and the presence of indels, 
which suggests the variability of GerA spore germination proteins. In the area of reverse primer annealing, some of them 
have several SNPs or deletions, which makes impossible PCR amplification of the Bams34 locus. Previously not de-
scribed VNTR locus, SNPs and indels in sequences of plasmids pXO1 and pXO2, as well as SNP in chromosomal gene 
of glycerol-3-phosphate transporter were identified. Two pairs of PCR primers for the variable regions of the plasmids 
were designed. VNTR-locus, SNP and indels in sequences of plasmids pXO1 and pXO2 are suitable genetic markers for 
the differentiation of typical virulent diplasmid strains belonging to the main genetic lineages of B. anthracis A, B and 
C. The allele T of SNP within chromosomal glpT gene is specific for one of two strains isolated during the outbreak of 
anthrax and distinguishes it from all other strains of B. anthracis.
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Bacillus anthracis – возбудитель особо опасной 
зоонозной инфекции с мировым распространением. 
Наиболее общее представление о филогенетической 
структуре глобальной популяции B. anthracis осно-
вано на клональном характере распространения воз-
будителя и данных многочисленных исследований с 
использованием MLVA-анализа нескольких VNTR-
локусов и анализа SNP [1–13]. Ее определяют три 
основные генетические линии (клады) – A, B, C, и 
12 «канонических» SNP-групп. Молекулярное ти-
пирование 16 штаммов B. anthracis из коллекции 
Ставропольского научно-исследовательского про-
тивочумного института, выделенных на территории 
России и республик Советского Союза, выявило их 
принадлежность к пяти canSNP-группам основной 
генетической линии A и к одной группе основной 
линии B [14]. Большинство исследованных штаммов 
из коллекции СтавНИПЧИ принадлежали к canSNP-
подгруппе A.Br.008 и входили в субкладу Tsiankovskii 
группы TEA.

MLVA 31 VNTR-локуса выявил отсутствие ам-
плификации ДНК с праймерами к локусу Bams34 у 
изолятов штамма, вызвавшего вспышку сибирской 
язвы на Ямале в 2016 г., а также у штаммов 14/41, 
1284, 140П и 1051/35, выделенных в разных регио-
нах Российской Федерации. По данным canSNP-
типирования, все эти штаммы принадлежали к кано-
нической группе B.Br.003, а результаты филогенети-
ческого анализа, по данным WGS-SNP, показали, что 
изоляты 1339/24, 1342/12, штамм 14/41 и корейский 
штамм HYU01 относятся к одному кластеру. Анализ 
генов факторов патогенности выявил отличия в ге-
нах lef, cya, acpA, capA, acpB и atxA в виде единич-
ных нуклеотидных замен, а также инсерций/делеций 
(инделов) [15]. 

Существование однотипных отличий в гено-
мах определенных штаммов B. anthracis требовало 
объяснения их характера и могло предполагать воз-
можность их использования в генотипировании. 

Более тонкая филогенетическая структура уста-
новлена при анализе полногеномных (WG-SNP) 
193 штаммов и включает 34 «канонические» SNP-
группы. Широко распространенная линия A содер-
жит 30 из них, линия B разделяется на три «кано-
нические» группы – B.Br.002, B.Br.003 и B.Br.004, 
линия С (C.Br.001) представлена всего четырьмя 
штаммами. На основе WGS-SNP-типирования линия 
A подразделяется на 12 субклад и включает главную 
политомию, называемую транс-Евразийской (TEA) 
группой [16, 17].

Анализ WG-SNP сделал возможным иденти-
фикацию штамм-специфичных SNP-маркеров, ко-
торые в значительной степени помогают в рассле-
довании вспышек сибирской язвы природного про-
исхождения и вызванных преднамеренным исполь-
зованием возбудителя сибирской язвы как агента 
биотерроризма [17, 18].

Ранее нами предложен алгоритм генотипирова-
ния штаммов B. anthracis при эпидемиологическом 

расследовании вспышки сибирской язвы. Он пред-
полагал последовательное выполнение canSNP13-
анализа, MLVA, полногеномного секвенирования 
(WGS) и анализа SNP, SNR и генов факторов патоген-
ности на основе данных WGS [15]. Теперь с учетом 
современных возможностей молекулярного анализа, 
изменившихся представлений о тонкой филогенети-
ческой структуре глобальной популяции B. anthracis 
и наличия необходимых баз данных генотипов и гено-
мов анализ 13 «канонических» SNP в качестве перво-
го этапа исследования становится не актуальным, ре-
шающее значение для заключения о родстве штаммов 
имеет анализ SNP на основании данных WGS, тем бо-
лее что методы полногеномного секвенирования ста-
новятся все более доступными и быстрыми. В связи с 
этим целесообразным для выполнения оперативного 
анализа было бы использование методов генетическо-
го типирования с новыми молекулярными маркерами, 
проведение которых не занимает много времени.

Таким образом, поиск новых молекулярных 
маркеров для типирования штаммов B. anthracis, яв-
ляется актуальным.

Цель – выявление новых генетических марке-
ров для использования в молекулярном типировании 
Bacillus anthracis.

Задачи:
- анализ генома на наличие инделов и единич-

ных нуклеотидных замен;
- выявление областей с вариабельным числом 

тандемных повторов в геноме;
- определение природы нарушения амплифика-

ции VNTR-локуса Bams34 и оценка распространен-
ности этой особенности среди штаммов B. anthracis;

- оценка возможности использования вновь иден-
тифицированных маркеров при генотипировании.

Материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. Исследовали 
полногеномные последовательности штаммов B. an-
thracis 14-41, 1284, 140П, 1051-35, 1339-24, 1342-12, 
140Pcap-wm, 81-1, 1266, 1CO, I-35, 1284, 1307, I-35, 
I-29, I-373 из коллекции ФКУЗ «Ставропольский 
научно-исследовательский противочумный ин-
ститут» и штаммов B. anthracis из GenBank Ames 
Ancestor (референс-штамм, адреса доступа в 
GenBank NC_007530.2, NC_007322.2, NC_007323.3), 
Pollino (GenBank NZ_CP010813.1, NZ_CP010814.1, 
NZ_CP010815.1), CNEVA 9066 (WGS link AAEN01), 
SVA11 (GenBank NZ_CP006742.1, NZ_CP006743.1, 
NZ_CP006744.1), Zimbabwe 89 (WGS link JMPU01), 
Kruger B (WGS link AAEQ01), HYU01(GenBank 
NZ_CP008846.1, NZ_CP008847.1, NZ_CP008848.1), 
2002013094 (NZ_CP009902.1, NZ_CP009901.1, 
NZ_CP009900.1), 2000031021 (NZ_CP007618.1, NZ_
CP007617.1), 2000031052 (WGS link JSZS01), A1055 
(WGS link AAEO01), штаммов Bacillus cereus BC-AK 
(NZ_CP020937.1, NZ_CP020938.1, NZ_CP020939.1, 
NZ_CP020940.1, NZ_CP020941.1), G9241(NZ_
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CP009590.1, NZ_CP009591.1, NZ_CP009592.1, 
NZ_CP009589.1), 03BB87 (NZ_CP009941.1, NZ_
CP009939.1, NZ_CP009940.1), 03BB102 (NZ_
CP009318.1, NZ_CP009317.1) и Bacillus cereus bio-
var anthracis str C1(NC_014335.1, NC_014333.1, 
NC_014331.1, NC_014332.1). 

MLVA. MLVA-31 штаммов B. anthracis из на-
шей коллекции проводили методом фрагментного 
анализа ампликонов, полученных в ПЦР, с определе-
нием размеров электрофорезом в геле агарозы либо 
с флуоресцентно-мечеными праймерами капилляр-
ным электрофорезом в ДНК-анализаторе ABI 3500 
(Applied Biosystems, USA) по схеме [19]. Размеры 
ампликонов в парах оснований переводили в число 
повторов в соответствии с конвенцией, предложен-
ной S. Thierry et al. [20].

Анализ геномов штаммов B. anthracis, депони-
рованных в GenBank, а также некоторых штаммов из 
коллекции нашего института, для которых имелись 
полногеномные последовательности, осуществля-
ли in silico, пользуясь online ресурсом MLVABank 
[http://mlva.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/insilico.php], 
для получения сравнимых результатов число повто-
ров корректировали для локусов vrrA, vrrB1, vrrB2 и 
pXO2at в соответствии с S. Thierry et al. [20].

Анализировали также MLVA-31 генотипы штам-
мов из базы данных MLVAbank for microbes genotyp-
ing [http://microbesgenotyping.i2bc.paris-saclay.fr/da-
tabases/view/881].

Множественное выравнивание геномов сек-
венированных штаммов B. anthracis и поиск SNP в 
коровом геноме проводили с помощью программы 
REALPHY 1.10. Выравнивание последовательностей 
генов проводили в программе CLC Sequence Viewer 
version 7.7.1. Сравнение последовательностей генов 
разных штаммов осуществляли в ресурсе BLASTn. 
Поиск генов разных штаммов проводили в базе дан-
ных GenBank.

Результаты и обсуждение

Особенности VNTR-локуса Bams34 и оперона 
gerH. Анализ in silico геномов штаммов B. anthracis 
из базы данных GenBank и штаммов из коллекции 
Ставропольского противочумного института пока-
зал, что у ряда штаммов B. anthracis главной гене-
тической линии B в пределах гомологичных генов 
трицистронного оперона gerH, кодирующего белки, 
связанные с прорастанием спор, имеются делеции и 
(или) замены единичных нуклеотидов. 

Гены gerA оперона содержат VNTR-локус 
Bams34. 10 штаммов из группы B.Br.004 основной ге-
нетической линии B и все штаммы основных линий A 
и С в ПЦР с праймерами к локусу Bams34 генериро-
вали ампликоны, имеющие 4, 7, 9, 11 и 13 тандемных 
повторов c размером единицы повтора 39 п.н.

Локализация праймеров показала, что в геноме 
штамма B. anthracis Ames Ancestor весь ампликон 
хромосомного локуса Bams 34 размером 503 п.н. 

в положении 4522317–4522819 приходился на ген 
gerHA размером 2244 п.н., кодирующий белок про-
растания спор GerHA (WP_000638056.1, 747 а.о.). 

Сайт для прямого праймера Bams34 занимал 
положение 4522317–4522338 в геноме штамма Ames 
Ancestor и 190–211 в последовательности гена gerHA. 
Такое же положение сайта для прямого праймера в 
структуре гена gerHA и гомологичных генов gerA 
и gerIA белков прорастания спор WP_000638058.1, 
WP_080287580.1 и WP_000638057.1 имели штам-
мы B. anthracis Pollino (GenBank NZ_CP010813.1), 
CNEVA 9066 (WGS link AAEN01), SVA11 (GenBank 
NZ_CP006742.1), Zimbabwe 89 (WGS link JMPU01), 
Kruger B (WGS link AAEQ01) и HYU01(GenBank 
NZ_CP008846.1). Сайт для обратного праймера за-
нимал положение 669–692 гена gerHA штаммов 
Ames Ancestor, Pollino и A1055, положение 593–614 
гена gerHA штамма 2002013094, положение 749–770 
гена gerIA штамма CNEVA 9066. У штаммов Kruger 
B, SVA11, Zimbabwe89 в этой области имелась де-
леция, а у штамма HYU01 – однонуклеотидные за-
мены в позиции 669 (C→T), 672 (C→T), 681 (T→C), 
684 (T→C), 686 (T→C), 687 (A→C), 689 (C→A) и 
690 (A→T) (рис. 1). 

Это объясняло отсутствие амплификации локуса 
Bams 34 c данными праймерами у штаммов HYU01, 
SVA11, Zimbabwe 89 и Kruger B, что могло быть при-
чиной ее невозможности у штаммов 1339-24, 1342-
12, 14/41, 1284, 140П, 1051/35 и служить маркером 
принадлежности к canSNP подгруппе B.Br.003. 

Можно отметить, что тандемные повторы в ло-
кусе Bams34 отличались высокой степенью вырож-
денности, у штамма Ames Ancestor для 11 повторов 
существовало 7 вариантов, 2 варианта по 3 идентич-
ных повтора и 5 вариантов повторов с числом одно-
нуклеотидных замен 4, 8, 9, 11 и 20. 

В целом, выявлено существование как мини-
мум семи вариантов генов gerHA, gerA или gerIA, 
отличающихся размерами (2049, 2088, 2112, 2190, 
2244, 2322 и 2385 п.н.). При этом размеры генов у 
разных штаммов варьируют как из-за разного чис-
ла тандемных повторов, так и наличия инделов. 
Вариабельность этих генов предполагает вариабель-
ность белков GerA и вероятность отличий в реализа-
ции критически важной функции прорастания спор 
у разных штаммов B. anthracis, что может быть пред-
метом специальных исследований.

Идентифицирован не описанный VNTR-локус с 
последовательностью единицы повтора ATATAGATA 
размером 9 п.н., занимающий положение с 1322 по 
1339 в геноме референсного штамма Ames Ancestor, 
имеющего два повтора. Анализ последовательностей 
гена 46 штаммов, включая 10 штаммов из коллекции 
Ставропольского противочумного института, пока-
зал, что 10 штаммов главной генетической линии B и 
3 штамма (2002013094, 2000031021 и A1055) линии 
С содержали в этой области три повтора, четвертый 
из известных штаммов линии C, 2000031052, содер-
жал одну единицу повтора ATATAGATA. Остальные 
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33 штамма (один штамм был pXO2-) имели, как и 
штамм Ames Ancestor, два повтора и принадлежали 
к линии A (рис. 2, A). Из 37 штаммов из GenBank с 
полными последовательностями плазмид pXO2 у 29 
штаммов, по результатам BLAST, ген acpA был иден-
тичен гену штамма Ames Ancestor, у 8 штаммов име-
лись отличия. При этом у штамма 14RA5914, имев-
шего две отличающиеся копии гена acpA: в одной 
имелась делеция 1035A, в другой – 83A. Этот штамм 
принадлежал линии A. У остальных семи штаммов 
отличия состояли в замене 853G→A по сравнению 
со штаммом Ames Ancestor (рис. 2, B) и описанного 
выше VNTR-локуса с тремя повторами. 

Все проверенные штаммы из коллекции Ставро
польского противочумного института, относящиеся 
к линии B, также имели замену 853G→A и VNTR-
локус с тремя повторами, у штаммов линии A в по-
ложении 853 был аденин A, а VNTR-локус содержал 
два повтора. 

Сравнение последовательностей плазмиды 
pXO1 выявило наличие вариабельной области протя-
женностью 408 п.н. между геном GBAA_pXO1_0149 
гипотетического белка и геном GBAA_pXO1_0150 
консервативного доменного белка, обусловленной 
инделом размером 38 п.н. в позиции 130776–130813 
референсного штамма Ames Ancestor. Делеция 
38 п.н. была присуща 10 штаммам главной гене-
тической линии B, включая штаммы из коллекции 
Ставропольского НИПЧИ № 1339-24, 14-41, 1284, 
140П и 1051-35, из общего числа 46 штаммов. 
Остальные штаммы, относящиеся к генетической 
линии A, имели вставку, но у штаммов 1СО и I-35 
эта вариабельная область имела размер 37 п.н. из-за 
делеции T7 (рис. 2, C). У штамма 2002013094, одно-
го из четырех известных штаммов линии C, имелась 

такая же вставка, как у штаммов линии A. В гено-
ме штамма линии C 2000031021 не было плазмиды 
pXO1, у остальных штаммов линии C гомологии ин-
дела 38 п.н. не наблюдалось. 

Таким образом, VNTR-локус с единицей 
повтора ATATAGATA, SNP853G-A в последо-
вательности гена acpA плазмиды pXO2, ин-
дел 38(37) п.н. (CTTTTTTAAAGAAATTATTA-
TTTAATTTTATATAATTT) в межгенной области 
плазмиды pXO1 можно расценивать как маркеры, 
позволяющие в совокупности дифференцировать 
диплазмидные штаммы в соответствии с принад-
лежностью к главным генетическим линиям B. an-
thracis A, B и C.

Сконструированы две пары ПЦР-праймеров к 
этим вариабельным областям (табл. 1). 

Они позволяют дифференцировать штаммы 
по признаку принадлежности к основным гене-
тическим линиям при ПЦР-амплификации ДНК 
с детекцией результатов методом простого гель-
электрофореза (рис. 3, A). Дендрограмма, постро-
енная по результатам анализа нуклеотидных после-
довательностей штаммов, показывает четкое разде-
ление на два кластера, соответствующие основным 
генетическим линиям B. anthracis A и B, при этом 
штамм 2002013094, относящийся к генетической 
линии C, представленной всего четырьмя штам-
мами, кластеризуется вместе со штаммами линии 
B (рис. 3, B). Обращает на себя внимание тот факт, 
что штамм 140P и его производный 140Pcap-wm от-
носятся к двум разным генетическим линиям.

Все штаммы по отношению к главным генети-
ческим линиям A, B и C разделяют сочетания одно-
нуклеотидных замен в SNP853G-A и каноническом 
SNP A/B.Br.001 [2] (табл. 2).

Рис. 1. Сайты для прямого и обратного праймера VNTR-локуса Bams34. Праймеры, описанные в работе S. Thierry et al. [20]

Fig. 1. Sites for forward and reverse primer VNTR-locus Bams34. Primers are described in reference [20] S. Thierry et al.
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У штаммов Bacillus cereus BC-AK и Bacillus 
cereus biovar anthracis str. CI, несущих плазмиды, по-
добные pXO1 и pXO2 B. anthracis, размеры областей 
составляли 493 и 233 п.н. соответственно, как у штам-
мов B. anthracis линии A. При этом, у штамма B. ce-
reus biovar anthracis str. CI был аллель G SNP 853, а у 
штамма B. cereus BC-AK – аллель A. У обоих штам-

мов присутствовал аллель G SNP A/B.Br.001. Штаммы 
B. cereus, несущие только pXO1-подобные плазмиды, 
имели размер вариабельной области 493 п.н. (штам-
мы G9241 и 03BB87) или 454 п.н. (штамм 03BB102).

Особенности SNP гена glpT. В коровом геноме 
штаммов B. anthracis 1342-12 и 1339-24 в сравнении 
с референсным геномом штамма B. anthracis Ames 

Рис. 2. Отличия последовательностей гена acpA плазмиды pXO2 и межгенной области плазмиды pXO1:
A – VNTR-локус гена acpA, B – SNP 853G →A гена acpA, C – полиморфная межгенная область плазмиды pXO1

Fig. 2. Differences in sequences of plasmid pXO2 aspA gene and the intergenic region of plasmid pXO1:
A – VNTR-locus of acpA gene; B – SNP 853G →A of acpA gene; C – polymorphic intergenic region of pXO1 plasmid

Таблица 1 / Table 1

Дифференциация главных генетических линий B. anthracis на основании результатов ПЦР  
с праймерами к области с инделом плазмиды pXO1 и VNTR-локусу плазмиды pXO2

Differentiation of major genetic lineages of B. anthracis based on the results of PCR with primers to the region with pXO1 plasmid indel  
and VNTR locus of pXO2 plasmid

Праймеры, 5' – 3'
Primers, 5' – 3'

Размер ампликона для штаммов основных генетических линий, п.н.
The size of the amplicon for the strains of the major genetic lineages, bp

A B C

9bp for ACCGGTGAAGGAAAAAGTTG
9bp rev ATTCCTATTTCATAAAAATCA

233 242(243) 242 (224)

38bp for TTTGCGGGGTTTTGTTATTC
38bp rev CACCCATAATATACTCTTCTC

493(492) 455(456) 493(492)
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Ancestor обнаружено 598 и 599 SNP соответственно.
Между собой штаммы отличает один полимор-

физм в позиции 679227 по референсному геному, ко-
торый присутствует у штамма 1339-24 и отсутствует 
у штамма 1342-12 (рис. 4). Замена С→T в позиции 
679227 приводит к аминокислотной замене Gly→Glu 
в гене glpT, кодирующем транспортер глицерол-3-
фосфата. Эта замена не выявлена у других штаммов 
из GenBank и нашей коллекции, она встречалась 
только у штамма 1339-24 и являлась штаммоспеци-
фичной. Кроме того, в гене glpT у обоих штаммов 
есть еще одна общая несинонимичная замена С→T 
по сравнению с референсным геномом в позиции 
679557, которая приводит к аминокислотной замене 
Gly→Asp. Та же замена была у штаммов 1051-35, 14-
41, 140P, I-29, I-373 и 12-16, но не отмечалась у 1284, 
HYU01, SVA11, а также у двух штаммов линии A, 
140Pcap-wm и 14-41-1, производных штаммов 140P 
и 14-41 соответственно, которые имели эту замену и 
относились к линии B. Это совпадает с распределе-
нием штаммов 140Pcap-wm и 140P в две основные 
генетические линии, A и B, полученным при анализе 
VNTR-локуса и индела в последовательностях плаз-
мид (рис. 2, A и C). 

В итоге результаты проведенного исследова-
ния выявили некоторые значимые особенности ге-
нома сибиреязвенного микроба. Установлено, что 
область отжига праймеров к VNTR-локусу Bams34 
приходится на ген прорастания спор gerHA штамма 
B. anthracis Ames Ancestor. У ряда штаммов главной 
генетической линии B отсутствие амплификации ло-
куса Bams34 c данными праймерами связано с де-
лецией или заменами оснований в области отжига 
обратного праймера, что в свою очередь обусловле-
но существованием гомологичных генов в геномах 
разных штаммов. Кроме того, что данная особен-
ность может использоваться для молекулярного суб-
типирования, изучение различий генов и влияние их 
на функцию белков прорастания спор возбудителя 
сибирской язвы важно, поскольку процесс прораста-
ния спор является критическим в жизненном цикле 
этого патогена и становлении инфекции.

Идентификация ранее не описанных VNTR-
локуса, SNP и индела в последовательностях плаз-
мид pXO1 и pXO2 дает возможность использовать 
их в качестве генетических маркеров для диффе-
ренциации типичных вирулентных диплазмидных 
штаммов по принадлежности к основным генетиче-
ским линиям B. anthracis A, B и C. Дифференциация 
проводится на основе результатов ПЦР с разработан-
ными двумя парами праймеров в электрофорезном 
формате или аллель-специфической ПЦР с детекци-
ей в режиме реального времени с зондами и прай-
мерами к двум SNP – каноническому A/B.Br.001 [2] 
и описанному нами SNP 853G-A. Определение при-
надлежности штамма к одной из главных генетиче-
ских линий B. anthracis предложено нами в качестве 
быстрого первого предварительного этапа в алгорит-
ме молекулярного типирования, что особенно важно 
в ходе эпидемиологического расследования вспышки 
сибирской язвы, когда необходимо как можно скорее 

Рис. 3. A – амплификация ДНК штаммов B. anthracis с праймерами 38 bp и 9 bp: треки 1, 22 – ladder 100 bp; чет-
ные треки – ампликоны с праймерами 9bp, нечетные – ампликоны с праймерами 38bp; 2, 3 – 1266; 4, 5 – 81-1; 
6, 7 – 1CO; 8, 9 – 140Pcap-wm; 10, 11 – 1051-35; 12, 13 – 14-41; 14, 15 – 140P; 16, 17 – 1339-24; 18, 19 – 1284; 20, 21 – 14-41.  
B – кластеризация штаммов B. anthracis

Fig. 3. A – amplification of DNA of B. anthracis strains with primer 38 bp and 9 bp: tracks 1, 22 – ladder 100 bp; the 
even-numbered tracks – amplicon with primers 9bp, odd tracks – amplicon with primers 38 bp; 2, 3 – 1266; 4, 5 – 81-1;  
6, 7 – 1CO; 8, 9 – 140Pcap-wm; 10, 11 – 1051-35; 12, 13 – 14-41; 14, 15 – 140P; 16, 17 – 1339-24; 18, 19 – 1284; 20,21 – 14-41.  
B – clustering of B. anthracis strains

Таблица 2 / Table 2

Дифференциация главных генетических линий B. anthracis  
на основании сочетания однонуклеотидных замен в двух SNP 

Differentiation of major genetic lineages of B. anthracis based  
on combination of single nucleotide substitutions in two SNP

Обозначения SNP
SNP designations

Однонуклеотидные замены в SNP,  
соответствующие главным генетическим линиям

Single nucleotide substitutions in SNP  
corresponding to the main genetic lineages

A B C

SNP 853G-A G A A

SNP A/B.Br.001 A A G
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получить представление о возможном происхожде-
нии штамма, вызвавшего вспышку. 

Два SNP в гене glpT разных штаммов возбудителя 
сибирской язвы также являются маркерными. Замена 
С→T в позиции 679227 по референсному геному 
свойственна единственному штамму 1339-24, специ-
фична для него и отличает этот штамм, выделенный 
из крови оленя, от штамма 1342-12, выделенного от 
человека в ходе вспышки сибирской язвы в 2016 г. на 
Ямале. Такая же замена в позиции 679557 характерна 
для этих двух и части других штаммов, относящих-
ся к подгруппе B.Br.002, а также двух производных 
штаммов данной подгруппы с таким полиморфизмом, 
но относящихся к подгруппе A.Br.008.

Таким образом, идентифицированы ранее не 
описанные VNTR-локус, SNP и инделы в последо-
вательностях плазмид, пригодные в качестве гене-
тических маркеров для молекулярного типирования 
B. anthracis. Сконструированы две пары праймеров 
для ПЦР, по результатам которой достигается диф-
ференциация типичных вирулентных диплазмидных 
штаммов по принадлежности к основным генетиче-
ским линиям B. anthracis. Показано, что VNTR-локус 
Bams34 локализуется в пределах генов gerA, разме-
ры и последовательности которых и кодируемых ими 
белков варьируются у разных штаммов. Определена 
природа нарушения амплификации VNTR-локуса 
Bams34, оценена распространенность этой особен-
ности среди штаммов B. anthracis, которая может 
служить маркером принадлежности к canSNP под-
группе B.Br.003. Подчеркнуто, что вариабельность 
генов gerA предполагает вариабельность белков 
GerA и вероятность отличий в реализации крити-
чески важной функции прорастания спор у разных 
штаммов B. anthracis, что может быть предметом 
специальных исследований.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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