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цель исследования – сравнить дискриминирующую способность методов сanSNP13-генотипирования и 
MALDI-TOF масс-спектрометрии на основании результатов исследования штаммов возбудителя сибирской 
язвы, принадлежащих к двум основным генетическим линиям а и в. материалы и методы. исследовано 
73 штамма Bacillus anthracis из коллекции микроорганизмов Фкуз ставропольский противочумный институт 
роспотребнадзора. белковое профилирование проводили на масс-спектрометре Microflex, анализ данных – в сре-
де языка статистического программирования R. результаты и обсуждение. экспериментально подтверждено, 
что предлагаемый подход для дифференциации протеотипов штаммов B. anthracis с индексом дискриминации 
0,952 превышает таковой для метода canSNP-типирования и сопоставим с индексом дискриминации для мето-
да MLVA31. корреляция результатов кластеризации штаммов при типировании методами MALDI-TOF масс-
спектрометрии и canSNP-генотипирования достигает 95 % в отношении разделения на главные генетические 
линии A и B. изученные штаммы сибиреязвенного микроба, относящиеся в большинстве случаев к филогене-
тическим группам линии а, представляют собой более десятка белковых профилей, что может быть связано с 
различиями в уровне экспрессии белков у штаммов каждого canSNP-генотипа. MALDI-TOF масс-спектрометрия 
позволяет получить сопоставимые с генетическими тестами результаты, имеет лучшую дискриминирующую 
способность по сравнению с canSNP-типированием, более проста в выполнении. 
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Abstract. The aim of the work was to compare the discriminating capacity of the canSNP13 genotyping and 
MALDI-TOF mass spectrometry methods based on the results of the study of anthrax pathogen strains belonging to the 
two main genetic lines A and B. Materials and methods. 73 Bacillus anthracis strains from the collection of microor-
ganisms of the Stavropol Research Anti-Plague Institute of the Rospotrebnadzor were investigated. Protein profiling was 
carried out using a Microflex mass spectrometer, data processing – in the environment of the statistical programming lan-
guage “R”. Results and discussion. It has been experimentally confirmed that the proposed approach for differentiating 
proteotypes of B. anthracis strains with a discrimination index of 0.952 exceeds the one for the canSNP typing method 
and is comparable to the discrimination index for the MLVA31 method. The correlation of the results of strain clustering 
during typing by MALDI-TOF mass spectrometry and canSNP genotyping reaches 95 % as regards the division into the 
main genetic lines A and B. The studied strains of anthrax microbe, which mostly fall under phylogenetic groups of li-
neage A, represent more than a dozen protein profiles, which may be due to differences in the level of protein expression 
in strains of each canSNP genotype. MALDI-TOF mass spectrometry makes it possible to obtain the results comparable 
with genetic tests, has a better discriminating capacity  compared to canSNP typing, and is easier to perform.
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сибирская язва – особо опасная инфекционная 
болезнь многих видов животных и человека, вызывае-
мая бактериями Bacillus anthracis, регистрируется с 
разной степенью интенсивности по всему миру [1]. 
наиболее крупная вспышка сибирской язвы за ми-
нувшее десятилетие в россии, зарегистрированная 
на территории ямало-ненецкого автономного округа 
(янао) в 2016 г., привела к заболеванию 36 человек 
(один летальный исход) и 2650 северных оленей [2]. 

внутривидовое типирование B. anthracis ис-
пользуется при анализе вспышек сибирской язвы,  
в частности когда нужно провести сравнение гене-
тических линий изолятов, полученных из материала 
от животных или объектов внешней среды, с куль-
турами, изолированными от заболевших людей,  
с целью установления источника инфекции и проис-
хождения штамма, вызвавшего заболевание. методы 
молекулярного типирования возбудителя сибирской 
язвы характеризуются различными дискриминирую-
щими возможностями. MLST-типирование изолятов 
B. anthracis, обладая относительно низкой разрешаю-
щей способностью (индекс дискриминации состав-
ляет 0,58), позволяет получить общую генетическую 
характеристику штаммов патогена без корректной их 
дифференциации [3]. Широко используемое сanSNP-
генотипирование применяется при дифференциации 
штаммов B. anthracis с возможностью установления 
их расположения в глобальной структуре популя-
ции, представленной тремя главными генетически-
ми линиями (клады) – а, в и с – и насчитывающей 
12 «канонических» SNP-групп. 

высокая дифференцирующая способность 
методов MLVA, в частности MLVA31 (индекс дис-
криминации достигает 0,99), обусловливает воз-
можность проведения как точной дифференциации, 
так и определения генетического родства исследуе-
мых штаммов [4]. несмотря на все преимущества 
MLVA-технологии, необходимо отметить, что ана-
лиз 31 VNTR-локусов является относительно до-
рогостоящим и длительным по времени. наиболее 
полную информацию о структуре генома патогена в 
настоящее время получают методом полногеномно-
го секвенирования, с помощью которого определяют 
MLST-, SNP-, MLVA-генотипы штаммов B. anthracis 
in silico. высокая дискриминирующая способность 
этого метода позволяет осуществлять наиболее точ-
ную дифференциацию исследуемых штаммов воз-
будителя сибирской язвы. основное ограничение, 
препятствующее широкому использованию полно-
геномного секвенирования, заключается в высокой 
стоимости реагентов и приборной базы.

в последнее время наблюдается активное раз-
витие другой эффективной технологии для детекции 
и типирования микроорганизмов – времяпролетной 
масс-спектрометрии с матрично-активированной ла-
зерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF MS),  
позволяющей анализировать качественный и ко-
личественный белковый состав микроорганизмов. 
известно, что спектры рибосомных белков, относя-

щиеся к группе наиболее стабильных, широко ис-
пользуются для осуществления идентификации бак-
терий на уровне не только рода, но и вида. метод 
MALDI-TOF MS позволяет проводить выявление 
и анализ белковых биомаркеров, представляющих 
собой комплекс типичных белков «домашнего хо-
зяйства» [5, 6]. типирование микроорганизмов на 
основе белковых биомаркеров позволяет устанав-
ливать филогенетические связи и представлять их 
в формате филогенетического дерева, отражающе-
го степень эволюционной близости представителей 
исследуемого бактериального патогена. показано, 
что результаты кластерного анализа на основе масс-
спектрометрических данных соотносились с данными 
VNTR-кластеризации B. anthracis, и высказано мне-
ние, что продемонстрированный потенциал MALDI-
TOF масс-спектрометрического анализа позволяет 
рассматривать этот метод не только в качестве иден-
тификационного, но и в качестве дополнительного 
метода углубленного изучения возбудителя [7]. 

в нормативно-методических документах феде-
рального уровня четкие указания, регламентирую-
щие роль (место) масс-спектрометрических методов 
исследования в системе мониторинга опасных ин-
фекционных и паразитарных болезней, отсутствуют. 
учитывая, что MALDI-TOF MS позволяет успешно 
проводить дифференциацию видов и подвидов 
патогенных микроорганизмов, представляется 
актуальным оценить дискриминирующий потенциал 
этого метода применительно к В. аnthracis [8, 9].

цель исследования – сравнить дискримини-
рующую способность методов сanSNP13-геноти пи-
рования и MALDI-TOF MS на основании результатов 
исследования штаммов возбудителя сибирской язвы, 
принадлежащих к двум основным генетическим ли-
ниям а и в.

материалы и методы

исследовали 73 штамма B. anthracis из коллек ции 
патогенных микроорганизмов Фкуз став ро польский 
противочумный институт рос потреб надзора.

использовали ацетонитрил (Sigma-Aldrich, 
сШа), трифторуксусную кислоту (Sigma-Aldrich, 
сШа), α-циано-4-гидроксикоричную кислоту (Bru-
ker Daltonics, германия), Brain Heart Infusion Agar 
(BHIA) (Becton Dickinson, сШа), агар, порошок 
микробиологический, бактериальный тест-стандарт 
MBT для внутренней калибровки масс-спектрометра 
(Bruker Daltonics, германия).

Подготовка проб и обеззараживание. вся 
работа с исследуемым материалом проводи-
лась в соответствии с сп 3.3686-21 «санитарно-
эпидемиологические требования по профилактике 
инфекционных болезней». выращивали 18–24 ч 
культуры B. anthracis из отдельных колоний на 
пластинках BHIA при 37 °с. при обеззараживании 
20 мкл взвеси культуры суспендировали в 80 мкл 
трифторуксусной кислоты, выдерживая при ком-
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натной температуре в течение 5 мин, затем центри-
фугировали в течение 30 мин при 13000 об/мин. 
супернатант переносили в ультрамикроцентри-
фужную пробирку с диаметром пор 0,22 мкм, цен-
трифугировали при 13000 об/мин в течение 20 мин.  
с полученным фильтратом работали как с обеззара-
женным материалом. на пластину-мишень MS 96 
Micro SCOUT Plate (Bruker Daltonics, германия) по-
мещали 1 мкл фильтрата, покрывали 1 мкл матрицы, 
состоящей из α-циано-4-гидроксикоричной кислоты 
в растворе ацетонитрила, ультрачистой воды и триф-
торуксусной кислоты. 

Получение и статистическая обработка 
масс-спектрометрических данных. масс-спектры 
получали в линейном режиме на масс-спектрометре 
Microflex (Bruker Daltonics, германия), диапазон 
масс – 2–20 kдa. обработку, визуализацию и анализ 
полученных масс-спектров осуществляли с примене-
нием прикладных пакетов [10] в статистическом про-
граммном обеспечении R (https://cran.r-project.org) и 
Mass-Up (http://sing.ei.uvigo.es). эффективность про-

граммного обеспечения была подтверждена нами ра-
нее в ходе исследований по индикации и идентифи-
кации Brucella spp., B. anthracis [11]. 

Построение дендрограммы на основании дан-
ных MALDI-TOF MS. объединение схожих спектров 
в группы проводили методом кластерного анализа, 
в качестве метрики задавали евклидово расстояние. 
степень сходства масс-спектров представили как ве-
личину, тождественно равную расстоянию между объ-
ектами. построили матрицу расстояний, учитываю-
щую значение m/Z и интенсивность каждого сигнала. 
иерархическую кластеризацию штаммов сибиреяз-
венного микроба представили в виде дендрограммы 
(рисунок). расстояние между кластерами определяли 
методом варда, отражающим объединение субгрупп, 
характеризующихся наибольшим сходством.

canSNP типирование. для анализа канониче-
ских SNP с группировкой в 12 групп использовали 
сконструированную in-house тест-систему с прайме-
рами [12] и флуоресцентно-мечеными LNA-зондами, 
последовательности которых приведены в табл. 1.

Таблица 1 / Table 1
Последовательности праймеров и зондов для canSNP-анализа

Sequences of primers and probes for canSNP-analysis

№ 
No.

Can SNP

последовательность нуклеотида 5’→3’
The sequence of nucleotide 5’→3’

праймеры
Primers

зонды
Probes

1 A.Br.001
F:CAAGCGGAACCAAATTTAATCTTT

R:TTCACCGTACGTCATTGTATAATACG
FAM-ACCGAAACTTGAAGTC-BHQ1
VIC-AACCGAAATTTGAAGTC-BHQ2

2 A.Br.002
F:AACGATACCTAAAATCGATAAAG
R:GGCAGAAGGAGCAAGTAATGTT

FAM-CGCCCAGCCTAA-BHQ1
VIC-CGCCCAACCTAAAC-BHQ2

3 A.Br.003
F:GCTACTGTCATTGTATAAAAACCTCCTTT

R:CGCTTGCCAAGCTTTTTTTC
FAM-ACCTCAAGCTTAATTCG-BHQ1

VIC-CTACCTCAAACTTAATTCGA-BHQ2

4 A.Br.004
F:CCGATACCAGTAAACGACGACAT
R:CTGGAATTGGTGGAGCTATGGA

FAM-TGGAATGCCCCTAATC-BHQ1
VIC-TGGAATGTCCCTAATCC-BHQ2

5 A.Br.006
F:CCGGAAATTGCTATTAGAACGAA

R:TCCCAATCTAGCGTTTTTAAGTTCA
FAM-TCGCCTCGTGCAT-BHQ1

VIC-ATCGCCTAGTGCATG-BHQ2

6 A.Br.007
F:TTGGTAACGAGACGATAAACTGAATAA

R:GCCTTGGATTGGCGATTG
FAM-CCATCCTTATATTCAGCT-BHQ1
VIC-CATCCTTACATTCAGCT-BHQ2

7 A.Br.008
F:TTCGCAACTACGCTATACGTTTTAGAT

R:CAAACGGTGAAAAAGTTACAAATATACG
FAM-TTCTTCGCCGCTTG-BHQ1

VIC-AATTCTTCTCCGCTTGT-BHQ2

8 A.Br.009
F:GGCAATCGGCCACTGTTT

R:GGGTTTCTACTGTGTATGTTGTTAATAAAAAG
FAM -GGCTTTGCTTGCATC-BHQ1
VIC-CGGCTTTACTTGCATC-BHQ2

9 B.Br.001
F:TGCATGCTTCTTCTTACAGAGTAGTTAAT

R:CGGTCATAAAAGAAATCGGTACAA
FAM-GATACCTTCTTATCCTCTTC-BHQ1
VIC-GATACCTTCTTATCTTCTTCT-BHQ1

10 B.Br.002
F:TGTTGCACCTTCTGTGTTCGTT
R:GTAGTGGCTTCACCGAATGGA

FAM-ACGTTACTGCTGTTCCT-BHQ1
VIC-AACGTTACTTCTGTTCCT-BHQ1

11 B.Br.003
F:CATTTATTCGCATAGAAGCAGATGA

R:TGTGCCATCAAATAACTCTTTCTCAA
FAM-ACATATCCACTTCACGTT-BHQ1

VIC-CATATCCGCTTCACGT-BHQ1

12 B.Br.004
F:GAAGTTAAGTATCAACCAGCAGAAGAAA

R:CCGCCGCCTTGAGCTT
FAM-TTACTTCTATCATCCCGT-BHQ1
VIC-TACTTCTACCATCCCGT-BHQ1

13 A/B.Br.001
F:GAAGGTCTCCAATTTGGATTTAAAAT
R:CGTGTGAACCTTTCGGTAAATAGTC

FAM-TTTTATTTAGAAGATAGCGC-BHQ1
VIC-TTTATTTAGGAGATAGCGGC-BHQ1

Примечание :  подчеркнуты LNA-основания. 

Note :  LNA bases are underlined.
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Определение индекса дискриминации хан-
тера – гастона проводили в соответствии с методи-
кой P.R. Hunter et al. [13]. построение дендрограммы 
на основании результатов canSNP-анализа проводи-
ли в программе MEGA X (не представлена) с исполь-
зованием алгоритма Maximum Likelihood (рисунок).

результаты и обсуждение

Результаты анализа штаммов B. anthracis с 
помощью canSNP-генотипирования. установлена 
принадлежность штаммов B. anthracis к двум фи-
логенетическим линиям (а, в) и пяти подгруп-

дендрограмма MALDI-TOF масс-спектров 
штаммов В. аnthracis. Штаммы из canSNP-груп-
пы B.Br.002 (ветвь II) выделены синим цветом

Dendrogram illustrating the phylogenetic relations 
of B. anthracis strains based on MALDI-TOF 
MS data. Strains from canSNP group B.Br.002 
(branch II) are highlighted in blue
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пам: а) A.Br.Ames, A.Br.Australia 94 (A.Br.Aust94), 
A.Br.001/002 и A.Br.008/009; в) B.Br.001/002 
(табл. 2). 

по данным canSNP-генотипирования (табл. 3), 
в наиболее представительную группу A.Br.008/009 
основной генетической линии а вошли 41 штамм, 
изолированные на территориях харьковской, 
тюменской и омской областей, азербайджанской, 
чеченской и карачаево-черкесской республик, 
республик дагестан, северная осетия – алания, 

ингушетия, калмыкия, тыва, бурятия, а также 
ставропольского, забайкальского, красноярского  
и приморского краев в период с 1962 по 2013 г.

в этой же группе расположились вакцинные 
штаммы: 55-вниивим, сти-1, сти-пр, 71/12. груп-
пу A.Br.Ames составляли изоляты, выделенные с 1965 
по 2012 г. в республике бурятия, омской области и 
алтайском крае. к канонической группе A.Br.014(A.
Br.Aust94) отнесены штаммы, изолированные на терри-
тории республик дагестан, северная осетия – алания 

Таблица 2 / Table 2
сanSNP-генотипы исследуемых штаммов

сanSNP genotypes of the studied strains

кол-во 
штаммов
Number 
of strains

SNP
canSNP-группа
canSNP groupA001 A002 A003 A004 A006 A007 A008 A009 B001 B002 B003 B004 A/B001

41 T G A T A T G A T G G T A A.Br.008/009

7 T G G C A T T A T G G T A A.Br.Aust94

2 T A G C A T T A T G G T A A.Br.001/002

5 C A G C A T T A T G G T A A.Br.Ames

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

Таблица 3 / Table 3
филогенетические взаимоотношения штаммов В. аnthracis на основе данных canSNP-анализа и MALDI-TOF MS

Phylogenetic relations of B. anthracis strains based on canSNP analysis and MALDI-TOF MS data

наименование штаммов
Designation of strains

тип масс-спектр MALDI-TOF / n – число штаммов
Type of mass spectrum MALDI-TOF / n is the number of strains

филогенетическая группа A.Br.008/009, n=41
Phylogenetic group A.Br.008/009, n=41

I-356, I-323, I-275, I-217, I-63 Ia1 / n=5
STI-PR, STI-1, 55-VNIIViM, 71-12 Ia2 / n=4
13-39, 611-76-91, 1322, 1273, 1265, 1258, 1180, 1172, 1056-1, 1051-1, 1020-
11, 863-217, 742-58, 624-217, 619-42, 527-141, 62-112, 54-35, 4728, 30-86, 
18-54

Ib1 / n=21

I-367, I-9, 1255, 1192, 1190, 81-1, 53-78, 48-29, 1 CO Ib2 / n=9
I-361, I-19 IIb1 / n=2

филогенетическая группа A.Br.Aust94, n=7
Phylogenetic group A.Br.Aust94, n=7

73-42, 71-171, 28-83 Ib1 / n=3
1168, 1183, 377-3, 266-65D Ib2 / n=4

филогенетическая группа A.Br.001/002, n=2
Phylogenetic group A.Br.001/002, n=2

I-45 Iа1 / n=1
Sterne_34F2 Iа2 / n=1

филогенетическая группа A.Br.Ames, n=5
Phylogenetic group A.Br.Ames, n=5

I-35, I-319, I-370, I-357 Iа1 / n=4
I-360 IIb1 / n=1

филогенетическая группа B.Br.001/002, n=18
Phylogenetic group B.Br.001/002, n=18

1339-24, 1340-26, 1342-12, 1344-23, 1345-27, 1346-29, 1337-5875 IIa / n=7
1335, I-29, I-271, 1368, 1369 IIb1 / n=5
1051-35, 1336, I-368, 1370 IIb2 / n=4
I-373, I-362 Ia1 / n=2
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и кабардино-балкарской республики (1967–1998, 
1994 гг.). наименее представительной в нашей выбор-
ке была группа A.Br.001/002, которая насчитывала два 
штамма возбудителя: I-45, выделенный на территории 
республики тыва в 1966 г., и вакцинный штамм Sterne 
34F2. главную генетическую линию в (B.Br.001/002) на 
представленной дендрограмме образовали 18 штаммов, 
выделенные на территории республики саха (якутия), 
алтайского края, янао, республик тыва, башкортостан 
и бурятия с 1953 по 2018 г. 

Оптимизация этапа предварительной обра-
ботки масс-спектрометрических данных. биоин-
формационная обработка белковых профилей с по-
мощью пакетов MALDIquant, MALDIrppa заключа-
лась в преобразовании шкалы интенсивности a.i., 
сглаживании (метод Savitzky – Golay) и коррекции 
базовой линии, нормализации интенсивности каж-
дого пика. реализованный в работе подход позволил 
совместить этап выявления истинных максимумов 
на спектрах с удалением шума, что более эффек-
тивно по сравнению с применением аналогичных 
алгоритмов. использование пакетов MALDIquant, 
MALDIrppa позволило обнаружить до 180 пиков 
на масс-спектрах, тогда как с помощью алгоритма 
MassSpecWavelet было выявлено не более 100 пи-
ков для единичного спектра. выравнивание реплик 
каждого образца относительно оси абсцисс прово-
дили суперсглаживающим методом, что позволило 
исключить пики с частотой встречаемости менее 
25 %. уточнение m/Z значений гомологичных сиг-
налов осуществляли на основании пяти реплик 
каждого образца. при построении дендрограммы 
использовали преобразованные «суммарные» бел-
ковые профили (рисунок). воспроизводимость дан-
ных оценивали с помощью критериев: разрешение 
пиков, соотношение сигнал/шум, количество пиков, 
их интенсивность. 

Результаты анализа штаммов B. anthracis  
с помощью MALDI-TOF MS. внутривидовую диф-
ференциацию штаммов B. anthracis проводили на 
основании масс-спектрометрии клеточных белков 
микроорганизма – продуктов трансляции генов. для 
поиска штаммовых особенностей внутри группы 
B. anthracis были собраны MALDI-TOF MS спек-
тры представителей двух основных канонических 
групп а и в возбудителя сибирской язвы. как и ожи-
далось, все принадлежащие к 5 генотипам штаммы 
B. anthracis (табл. 2) на дендрограмме, построенной 
по результатам кластерного анализа белковых профи-
лей, образовали две группы – I и II (рисунок). ветвь I 
делилась на кластеры Ia (подкластеры Ia1, Ia2) и Ib 
(подкластеры Ib1, Ib2), ветвь II содержала класте-
ры IIa и IIb (подкластеры IIb1 и IIb2). субкластеры 
в последующем разделялись на отдельные ветви 
более низкого уровня. всего в ветви I выделялись 
21 группа с двумя штаммами в каждом из них,  
а также 14 ветвей для индивидуальных штаммов. 
для филогенетической ветки II таких групп было 6 и 
8 соответственно.

более половины всех пиков (до 60 %) явля-
лись общими для всей совокупности масс-спектров. 
выявлено 7 общих сигналов на масс-спектрах пред-
ставителей ветви I (100 %) в диапазоне масс 2,8–
6,4 кда, основной массив (99 %) белковых профилей 
содержал 34 пика в интервале 2,3–9,7 кда [5, 14]. 
спектры представителей ветви II насчитывали 7 сиг-
налов в диапазоне m/Z 2,8–6,3 кда. среди штам-
мов, выделенных при вспышке сибирской язвы на 
ямале в 2016 г. (1339-24, 1340-26, 1342-12, 1344-23, 
1345-27, 1346-29), и изолятов 1051/35 и 1335 пики, 
общие для остальных штаммов (34 пика в интервале 
2,3–9,7 кда), отсутствовали. 

группа общих сигналов также определена и для 
масс-спектров штаммов, расположенных в класте-
рах IIb и Ia. вероятно, выявленные сигналы могут 
быть использованы как биомаркеры для каждой из 
групп, а времяпролетная масс-спектрометрия – как 
дополнительный типирующий метод для дискрими-
нации изолятов, имеющих близкие MALDI-TOF MS 
профили, в частности, при дифференциации отдель-
ных бактериальных изолятов возбудителя сибирской 
язвы на внутривидовые группы.

в отдельные кластеры Ia и Ib ветви I вошли штам-
мы, изолированные на территории сибири и дальнего 
востока, которые по результатам филогенетическо-
го анализа на основании сanSNP-генотипирования 
принадлежат к группам A.Br.008/009, A.Br.Ames, 
A.Br.0001/002 и A.Br.Aust94. в частности, на фило-
протеомной дендрограмме, представленной на ри-
сунке, кластер Ia включает два субкластера: Ia1 и 
Iа2. в субкластер Ia1 вошли штаммы основной ге-
нетической клады а, в том числе 4 штамма груп-
пы A.Br.Ames (I-35, I-357, I-370, I-319), 5 штаммов 
группы A.Br.008/009 (I-356, I-323, I-63, I-217, I-275) 
и 1 штамм группы A.Br.0001/002 (I-45). исключение 
составили два штамма I-373 и I-362, изолированные 
в алтайском крае и республике бурятия, для кото-
рых установлена принадлежность к генетической 
линии в (группа B.Br.001/002). в состав субкласте-
ра Iа2 кластера Ia вошли все 5 вакцинных штаммов 
основной генетической линии а: 4 штамма груп-
пы A.Br.008/009 (сти-пр, сти-1, 55-вниивим, 
71/12) и 1 штамм группы A.Br.001/002 (Sterne 34F2). 
эти штаммы не продуцируют ряд белков, кодируе-
мых плазмидой рх02.

наибольшее количество штаммов основной ге-
нетической линии а по данным MS представлено 
в составе субкластеров Ib1 и Ib2 кластера Ib.  
в частности, в субкластер Ib1 вошли 21 штамм, 
принадлежащие к canSNP-группе A.Br.008/009,  
и 3 штамма группы A.Br.Aust94 (28/83, 71-171, 
28-83). субкластер Ib2 насчитывал 13 изолятов, из 
которых 9 штаммов отнесены к группе A.Br.008/009 
и 4 штамма – к группе A.Br.Aust94 (1183, 377/3, 1168, 
266/65D). кроме того, для штаммов B. anthracis 
1183, 1255, 1190, 1192 был установлен общий сиг-
нал (да): 2766,9. всего из 37 изолятов B. anthracis 
кластера Ib 30 принадлежали к canSNP-группе 



153

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2023; 3         Original articles

A.Br.008/009, остальные 7 входили в группу  
A.Br.Aust94.

Штаммы группы B.Br.002 вошли в ветвь II, 
которая представлена двумя кластерами – IIa и 
IIb. Штаммы, выделенные от людей, оленей и объ-
ектов окружающей среды в 2016 г. на ямале, на 
дендрограмме вошли в состав самостоятельного 
кластера IIa, что в полной мере согласуется с дан-
ными об общности их происхождения. кластер IIb 
представлен двумя отдельными субкластерами: 
IIb1, в который вошли штаммы филогенетической 
линии B.Br.001/002: 1335, 1368, 1369, I-29, I-271, 
A.Br.008/009: I-19, I-361, A.Br.Ames: I-360, – и IIb2 – 
штаммы филогенетической группы B.Br.001/002: 
1051-35, 1336, I-368, 1370. 

несоответствие между кластеризацией мето-
дами canSNP-типирования и MALDI-TOF MS на-
блюдалось для 5 штаммов: I-360, с одной стороны, 
принадлежал к филогенетической группе A.Br.Ames, 
а с другой – по масс-спектрометрическому анализу –  
к группе IIb1; I-19, I-361 – A.Br.008/009 и IIb1; I-373, 
I-362 – B.Br.001/002 и Ia1 соответственно. 

вероятно, указанные штаммы отличаются ха-
рактером экспрессии белков, что не отражается 
на результатах canSNP-типирования, но влияет на 
результаты белкового профилирования. 

Сравнение результатов canSNP-генотипи-
рования и MALDI-TOF MS. исходя из рассчитан-
ных значений индексов дискриминации для схемы 
сanSNP-генотипирования (0,643) и белкового профи-
лирования (0,952) исследуемой выборки штаммов, 
можно говорить о более высокой дифференцирую-
щей способности используемого метода времяпро-
летной масс-спектрометрии. по этому показателю 
метод MALDI-TOF-типирования приближается к 
MLVA31 c индексом дискриминации 0,988 [3]. 

в ходе сравнительного анализа результатов 
филогенетической реконструкции штаммов воз-
будителя сибирской язвы с использованием белко-
вого профилирования и сanSNP-генотипирования 
выделено в популяции штаммов, принадлежащих к 
группе B.Br.001/002, более трех подтипов MALDI 
масс-профилей (протеотипов) штаммов возбудителя 
сибирской язвы (рисунок). среди штаммов генети-
ческой линии а, представленной в данной работе 
4 генотипами, определено более 10 протеотипов воз-
будителя (табл. 3). 

принимая во внимание полученную информа-
цию, можно говорить о том, что результаты исследо-
вания возбудителя сибирской язвы методом время-
пролетной масс-спектрометрии согласуются с дан-
ными сanSNP-генотипирования в отношении разде-
ления на две главные генетические линии A и B. 

в частности, положительная корреляционная 
связь установлена для 70 штаммов (95,9 %), ис-
ключение составили 3 изолята (4,1 %). кроме 
того, построенная по результатам времяпролет-
ной масс-спектрометрии кластеризация позволи-
ла выделить штаммы B. anthracis, принадлежа-

щие к одной вспышке, в самостоятельную ветвь  
(на дендрограмме IIa), что обусловлено общностью их 
происхождения. выявлено, что штаммы I-373 и I-362 
(B.Br.001/002) на основании данных времяпролет-
ной масс-спектрометрии находились в субкластере 
Ia1 со штаммами групп A.Br.008/009 и A.Br.001/002, 
и, напротив, штаммы I-360, I-19 и I-361 (A.Br.Ames 
и A.Br.008/009) располагались в субкластере IIb1 со 
штаммами B.Br.001/002. выявленное несоответствие 
результатов кластеризации отдельных штаммов на 
основании результатов сanSNP-генотипирования и 
времяпролетной масс-спектрометрии может быть 
следствием штаммовых отличий характера экспрес-
сии белков, что не выявляется методами canSNP-
типирования, но подтверждается результатами бел-
кового профилирования. 

исходя из полученных данных и принципиаль-
ных возможностей метода, следует отметить, что 
сanSNP13-генотипирование позволяет установить 
принадлежность штамма к определенным основ-
ным генетическим линиям глобальной структуры 
популяции B. anthracis и каноническим группам, 
но не позволяет провести дифференциацию штам-
мов, входящих в одну каноническую группу. такая 
дифференциация осуществима при использовании 
MLVA31 или анализа SNP корового генома на осно-
ве полногеномного секвенирования. сравнивая кла-
стеры, полученные на основании данных сanSNP-
генотипирования и белкового профилирования, не-
обходимо иметь в виду, что указанные подходы ис-
пользуют разные объекты для исследования. в част-
ности, сanSNP-генотипирование позволяет провести 
классификацию бактерий на основе анализа консер-
вативного базового набора из 13 однонуклеотидных 
полиморфизмов, из которых 3 приходятся на межген-
ные области, остальные присутствуют в генах белков 
так называемого «домашнего хозяйства». очевидно, 
что молекулярные массы белков, SNP в генах кото-
рых анализируются при canSNP-генотипировании, 
за исключением одного, составляют от 32 до 70 кда 
и поэтому не могут определяться в используемом 
варианте масс-спектрометрии с диапазоном изме-
ряемых масс 2–20 кда. следовательно, полная кор-
реляция результатов canSNP-генотипирования и бел-
кового профилирования методом MALDI-TOF масс-
спектрометрии невозможна. 

результаты исследования подтверждают воз-
можность эффективного использования для рутин-
ного молекулярного протеотипирования изолятов 
сибирской язвы метода MALDI-TOF MS, обладаю-
щего такими преимуществами, как высокая произ-
водительность в сочетании с относительно низкой 
трудоемкостью. реализация метода MALDI-TOF MS 
протеотипирования достигается при использовании 
биоинформационного подхода в среде языка стати-
стического программирования R. подтверждено, 
что предлагаемый подход для дифференциации 
протеотипов штаммов B. anthracis с индексом дис-
криминации 0,952 превышает таковой для мето-
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да canSNP-типирования и сопоставим с индексом 
дискриминации для метода MLVA31. корреляция 
результатов кластеризации штаммов при типирова-
нии методами MALDI-TOF масс-спектрометрии и 
canSNP-генотипирования достигает 95 % в отноше-
нии разделения на главные генетические линии A и B. 
для штаммов основной генетической линии а, пред-
ставленной в данной работе 4 canSNP-генотипами, 
определено более 10 протеотипов возбудителя, что, 
вероятно, может быть связано с разными анализируе-
мыми показателями и характером экспрессии белков 
у разных штаммов.

MALDI-TOF масс-спектрометрия позволяет по-
лучить сопоставимые с генетическими тестами ре-
зультаты, имеет лучшую дискриминирующую спо-
собность по сравнению с canSNP-типированием. 
может применяться наряду с методом MLVA31 при 
оперативном эпидемиологическом анализе.
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