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Из проб почвы в регионе вечной мерзлоты (Якутия, Россия) выделены штаммы рода Bacillus и дана
их фенотипическая характеристика. Анализ полученных данных позволил отнести их к группе Bacil-
lus cereus complex. ПЦР-анализ позволил определить профиль генов синтеза токсинов В. cereus в гено-
мах исследуемых штаммов. Получена генетическая характеристика путем RAPD-генотипирования
и с использованием MLVA-локусов, применяемых для генотипирования возбудителя сибирской яз-
вы. Результаты генотипирования разного уровня разрешения позволили дифференцировать иссле-
дуемые штаммы от вида B. anthracis, показать их внутривидовые генетические различия и степень
родства. Осуществлено полногеномное секвенирование, на основе данных которого проведено MLST-
генотипирование, которое выявило 2 известных сиквенс-типа и один новый, впервые описанный в на-
стоящей работе. Полученные результаты имеют прикладное значение и крайне интересны с точки зре-
ния эволюции и филогеографии группы В. cereus complex, поскольку факт выделения штаммов из веч-
ной мерзлоты дает основания предположить, что их возраст может быть гораздо выше предполагаемого.
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Сценарии изменения климата прогнозируют
повышение среднегодовой температуры воздуха
во всем мире. Такие климатические изменения
могут иметь важные последствия: возникновение
микробиологических рисков, связанных с высво-
бождением патогенов из вечной мерзлоты. Особен-
но резкие климатические изменения наблюдаются
в Арктическом регионе России, на который прихо-
дится более половины всей арктической территории
и населения [1]. Для прогнозирования биологиче-
ских рисков, связанных с потеплением, необходимо
выделение и характеристика потенциальных па-
тогенов из мерзлотных в настоящее время обла-
стей. Спорообразующие бактерии группы Bacillus
cereus complex представляют собой интересную
модель для изучения воздействия изменения кли-
мата на патогены [2].

Группа Bacillus cereus complex образована 9
близкородственными видами, для которых харак-
терна высокая степень генетического сходства, что
создает проблему определения вида при исследо-
вании выявленных штаммов рода Bacillus [3]. Эта
проблема усугубляется наличием в группе опас-
ных патогенов, таких как В. cereus, который вызы-
вает пищевые токсикоинфекции человека [4], и
В. anthracis, который относится ко II группе пато-
генности и является возбудителем сибирской яз-
вы – карантинной инфекции травоядных живот-
ных и человека [5]. При выделении нового штамма
рода Bacillus из того или иного источника, акту-
ально в максимально сжатые сроки определить
его вид, а также получить фенотипическую харак-
теристику и оценить патогенный потенциал.

Основными широко используемыми приемами,
которыми осуществляют фенотипическую харак-
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теристику штаммов бацилл являются: определе-
ние подвижности, лецитиназной, фосфатазной и
гемолитической активностей, а также чувстви-
тельности к диагностическим бактериофагам. Эти
подходы также позволяют определить вид иссле-
дуемого штамма и дифференцировать его от вида
B. anthracis [6].

Для более полноценной и точной характеристи-
ки применяют методы типирования, такие как хро-
мосомный рестрикционный анализ ДНК, плазмид-
ное типирование, риботипирование и импульсно-
полевой гель-электрофорез (PFGE – pulsed-field gel
electrophoresis) [7]. Используются также методы
генотипирования, основанные на ПЦР, напри-
мер, случайная амплификация полиморфной ДНК
(RAPD – randomly amplified polymorphic DNA),
которая позволяет дифференцировать анализи-
руемые штаммы на основе сравнения размера и
числа продуктов амплификации с использовани-
ем нескольких ПЦР-праймеров [8, 9]. Широко
используется метод полиморфизма длин ампли-
фицированных фрагментов (AFLP – amplified
fragment length polymorphism) [10, 11] и мультило-
кусный электрофорез ферментов (MEE – multilo-
cus enzyme electrophoresis) [12]. Мультилокусное
сиквенс-типирование (MLST – Multilocus Sequence
Typing), основанное на анализе нуклеотидных по-
следовательностей нескольких локусов генов до-
машнего хозяйства, позволяет отнести штамм к то-
му или иному сиквенс-типу (ST), который характе-
рен для одного из видов группы В. cereus complex
[13, 14]. Для возбудителя сибирской язвы разрабо-
тан подход мультилокусного анализа вариабельных
нуклеотидных тандемных повторов (MLVA – multi-
ple locus VNTR analysis), который рекомендуется
использовать в качестве генетического анализа
первой линии [15, 16]. Эти методы позволяют не
только определить видовую принадлежность штам-
ма, но и дифференцировать штаммы одного вида
между собой с разной степенью разрешения.

Безусловно, при отнесении штамма к виду В. ce-
reus, важно охарактеризовать его возможные пато-
генные свойства. Одними из факторов патогенно-
сти В. cereus являются токсины. Термостабильный
токсин цереулид опосредует рвотный синдром при
пищевом отравлении, вызванном В. cereus. Син-
тез данного токсина осуществляет белковый ком-
плекс, компоненты которого кодируют несколько
генов [17, 18]. Диарейный синдром вызывают эн-
теротоксины, такие как: негемолитический энте-
ротоксин (Nhe), гемолизин BL (Hbl), цитотоксин
К (CytK) и энтеротоксин FM (EntFM) [19]. Эти
токсины выявляются с помощью иммунофермент-
ного анализа, ПЦР [17, 20–22] и масс-спектромет-
рии MALDI-TOF [23]. Путем ПЦР-амплификации
в геномах анализируемых штаммов можно обнару-
жить гены перечисленных токсинов и выдвинуть
предположение об их патогенности [21].

В Якутии (Россия) из проб почвы, находящейся
в вечной мерзлоте, отобранных на месте находки
мумий пещерных львят, были выделены и всесто-
ронне изучены 3 штамма возбудителя сибирской
язвы, описанных нами ранее [16]. Помимо них,
из тех же самых проб были выделены другие
26 штаммов рода Bacillus, 10 из которых отнесены
к группе В. сereus complex и исследованы в насто-
ящей работе.

Цель работы – получение фенотипической и
генетической характеристики 10 выделенных из
вечной мерзлоты штаммов группы В. сereus com-
plex для оценки микробиологических рисков, по-
скольку виды этой группы генетически близки к
виду В. anthracis.

МЕТОДИКА
Штаммы микроорганизмов. В работе исследова-

ны 10 штаммов группы В. cereus complex: YakM1,
YakM2, YakM3, YakM4, YakМ7, YakМ8, YakM9,
YakM10, YakM11-2 и YakМ15. Все штаммы были
выделены в 2016 г. из образцов почвы, находя-
щейся в вечной мерзлоте.

Определение культуральных и морфологических
характеристик. Культуры штаммов рассевали до
получения единичных колоний и выращивали на
плотной питательной среде ГРМ-агар (панкреа-
тический гидролизат рыбной муки, ГНЦ ПМБ,
Россия) при температуре 37°C в течение 18–24 ч.
Морфологию колоний оценивали по микроско-
пии с использованием микроскопа “AxioStar”
(“K. Zeiss”, Германия, окуляр – 10×, объектив –
40×).

Подвижность, фосфатазную и лецитиназную
активности, а также чувствительность к бактерио-
фагам определяли согласно Маринину [6].

Подвижность микробных клеток определяли
методом микроскопического исследования в раз-
давленной капле.

Фосфатазную активность выявляли при выра-
щивании культур на плотной питательной среде
агар Хоттингера (ГНЦ ПМБ, Россия) с добавле-
нием 0.001% фенолфталеинфосфата натрия в тече-
ние 24 ч. при 36°С. После этого в крышку чашки
Петри помещали фильтровальную бумагу и нали-
вали 1–2 мл 23%-ного водного раствора аммиака.
Под действием паров аммиака колонии, проду-
цирующие щелочную фосфатазу, окрашивались в
розовый цвет.

Лецитиназную активность определяли путем
выращивания культур на плотной яично-желточ-
ной среде, которую готовили путем добавления
желтка куриного яйца в агар Хоттингера. Учет
проводили через 12, 24 и 48 ч. культивирования
при 36°С по ореолу преципитации.

Гемолитическую активность проверяли, выра-
щивая культуры штаммов на агаризованной сре-
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де, содержащей 5% дефибринированной крови.
Высевы выдерживали 18–20 ч при 36°С, после че-
го учитывали результаты.

Определение чувствительности микробной
культуры к бактериофагам осуществляли следую-
щим образом: на агаризованную среду высевали
по 0.2 мл 18-часовой бульонной культуры, в центр
подсохшего газона наносили препарат бактерио-
фага, содержащий 1 × 106 БОЕ/см3, результаты
учитывали через 18–24 ч.

Выделение нуклеиновых кислот. Выделение
ДНК исследуемых штаммов осуществляли с по-
мощью набора “Genomic DNA Purification Kit”
(“Thermo Fisher Scientific”, США). Обеззаражи-
вание материала осуществляли в соответствии с
МУ 1.3.2569-2009.

Полногеномное секвенирование. Библиотеки
были подготовлены с помощью набора “Nextera
DNA Library Preparation Kit” (“Illumina”, США).
Полногеномное секвенирование осуществляли с
использованием прибора “MiSeq” (“Illumina”,

США) и соответствующего набора реагентов
“Miseq Reagent Kit v3” (“Illumina”, США).

RAPD-генотипирование и ПЦР-индикация на-
личия в геноме штамма группы В. cereus генов энте-
ротоксинов. RAPD-генотипирование осуществ-
ляли, как описано в работе Инатсу с соавт. [24], с
использованием праймеров, представленных в
работе Кувана с соавт. [25] (табл. 1).

Наличие в геномах штаммов генов синтеза
токсинов (cytK, hblC, entFM, nheA, ces, CER) опре-
деляли методом ПЦР-детекции с использовани-
ем праймеров, предложенных в работе Ким с со-
авт. [21] (табл. 2).

Реакции амплификации проводили с исполь-
зованием термоциклера “T100 thermal cycler”
(“Bio-Rad”, США) и набора реагентов и “5X ре-
акционная смесь qPCRmix-HS” (“Евроген”, Рос-
сия) согласно инструкциям производителей. В
качестве источника матрицы добавляли раствор
ДНК исследуемых штаммов (5–20 нг ДНК на ре-
акцию). Продукты реакции разделяли методом
электрофореза в 1.0–1.2%-ном агарозном геле
(“Sigma-Aldrich”, США) в 1 × Трис-ацетатном
электродном буфере (ТАЕ). Размер фрагмента
определяли по маркеру молекулярных масс
“GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder” (“Thermo
Fisher Scientific”, США).

MLVA-генотипирование. MLVA-генотипирова-
ние осуществляли согласно протоколу, описанному
в работе [26], по 17 MLVA-маркерам [15, 26–29]:
vrrA, bams03, bams05, bams22, bams34, bams44,
VNTR23, vrrC2, bams01, bams21, bams23, bams24,
bams25, bams28, bams51, vrrB1, vrrB2, используе-
мым для MLVA-генотипирования B. anthracis. Ге-
нотипирование штамма включало 17 ПЦР-реак-
ций. Праймеры представлены в табл. 3.

Таблица 1. Праймеры для проведения RAPD-геноти-
пирования

Праймер Последовательность 5' → 3'

Primer A ATCAGCGCACCA
Primer B GCCAGCTGTACG
Primer C TGCCTCGCACCA
Primer D GCCCCGTTAGCA
Primer E CCGCAGTTAGAT
Primer F ACTGGCCGAGGG
Primer G TTCGGACGAATA
Primer H AGAATTGGACGA

Таблица 2. Праймеры для ПЦР-индикации наличия в геноме штамма группы В. cereus complex генов энтероток-
синов

Энтеротоксин В. cereus Ген-мишень Последовательность 5'→3' Размер ПЦР-продукта, п.о.

Цитотоксин К cytK
TGCTAGTAGTGCTGTAACTC

881
CGTTGTTTCCAACCCAGT

Негемолитический 
энтеротоксин А nheA

GGAGGGGCAAACAGAAGTGAA
750

CGAAGAGCTGCTTCTCTCGT

Гемолизин BL hblC
CGCAACGACAAATCAATGAA

421
ATTGCTTCACGAGCTGCTTT

Цереулид
ces

TTCCGCTCTCAATAAATGGG
634

TCACAGCACATTCCAAATGC

CER
GCGTACCAAATCACCCGTTC

546
TGCAGGTGGCACACTTGTTA

Энтеротоксин FM entFM
AGGCCCAGCTACATACAACG

327
CCACTGCAGTCAAAACCAGC
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Продукты амплификации разделяли методом
электрофореза в 2–3%-ном агарозном геле и 0.5×
Трис-боратном электродном буфере (ТВЕ). Раз-
мер фрагмента определяли по маркерам молеку-
лярных масс “GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder”
(“Thermo Fisher Scientific”, США) и “EZ Load 20 bp

Molecular Ruler” (“Bio-Rad”, США) с использова-
нием программы “PhotoCamptMw 99.04” (“Vil-
berLourmat”, Франция). В качестве референсного
штамма для сравнения длин фрагментов исполь-
зовали B. anthracis Pasteur II (“ГКПМ-Оболенск”,
Россия). Полученные размеры ампликонов пере-

Таблица 3. Праймеры для MLVA-генотипирования

Локус Наименование праймера Последовательность 5'→3'

vrrA
vrrA-F CACAACTACCACCGATGGCACA

vrrA-R GCGCGTTTCGTTTGATTCATAC

vrrB1
vrrB1-F ATAGGTGGTTTTCCGCAAGTTATTC

vrrB1-R GATGAGTTTGATAAAGAATAGCCTGTG

vrrB2
vrrB2-F CACAGGCTATTCTTTATCAAACTCATC

vrrB2-R CCCAAGGTGAAGATTGTTGTTGA

vrrC2
vrrC2-F CCAGAAGAAGTGGAACCTGTAGCAC

vrrC2-R GTCTTTCCATTAATCGCGCTCTATC

bams01
bams01-F GTTGAGCATGAGAGGTACCTTGTCCTTTTT

bams01-R AGTTCAAGCGCCAGAAGGTTATGAGTTATC

bams03
bams03-F GCAGCAACAGAAAACTTCTCTCCAATAACA

bams03-R TCCTCCCTGAGAACTGCTATCACCTTTAAC

bams05
bams05-F GCAGGAAGAACAAAAGAAACTAGAAGAGCA

bams05-R ATTATTAGCAGGGGCCTCTCCTGCATTACC

bams21
bams21-F TGTAGTGCCAGATTTGTCTTCTGTA

bams21-R CAAATTTTGAGATGGGAGTTTTACT

bams22
bams22-F ATCAAAAATTCTTGGCAGACTGA

bams22-R ACCGTTAATTCACGTTTAGCAGA

bams23
bams23-F CGGTCTGTCTCTATTATTCAGTGGT

bams23-R CCTGTTGCTCCTAGTGATTTCTTAC

bams24
bams24-F CTTCTACTTCCGTACTTGAAATTGG

bams24-R CGTCACGTACCATTTAATGTTGTTA

bams25
bams25-F CCGAATACGTAAGAAATAAATCCAC

bams25-R TGAAAGATCTTGAAAAACAAGCATT

bams28
bams28-F CTCTGTTGTAACAAAATTTCCGTCT

bams28-R TATTAAACCAGGCGTTACTTACAGC

bams34
bams34-F CAGCAAAATCAATCGAATCAAA

bams34-R TGTGCTAAATCATCTTGCTTGG

bams44
bams44-F GCGAATTAATTGCTCCTCAAAT

bams44-R GCACTTGAATATTTGGCGGTAT

bams51
bams51-F ATTTCCTGAGCAGGTTGTGTT

bams51-R TGCATCTAACAATGCAGAACAA

VNTR23
VNTR23-F TTTAGAAACGTTATCACGCTTA

VNTR23-R GTAATACGTATGGTTCATTCCC
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водили в количество тандемных повторов для
данного локуса, как описано в работе [29]. В ре-
зультате получали MLVA-профили штаммов.

MLST-генотипирование. Для MLST-генотипи-
рования использовали схему, описанную в работе
Прист с соавт. в 2004 г. [14]. Для исследуемой вы-
борки получены сборки и определены нуклеотид-
ные последовательности следующих локусов:
glpF, gmk, ilvD, pta, pur, pycA, tpi. Полученным по-
следовательностям присваивали номера аллелей,
а на основе комбинации номеров аллелей опреде-
ляли ST штаммов в соответствии с сервисом базы
данных PubMLST (https://pubmlst.org/bcereus/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Культуральная и морфологическая характери-
стика штаммов. На первом этапе у исследуемых
штаммов был определен ряд диагностически важ-
ных фенотипических признаков: морфология ко-
лоний, подвижность, лецитиназная, фосфатазная и
гемолитическая активности, чувствительность к
диагностическим сибиреязвенным бактериофа-
гам Гамма А-26 и В-Fah (ВНИИВВиМ). Результа-
ты представлены в табл. 4. Каждый штамм имел
мономорфные колонии, однако между собой
штаммы морфологически различались. Получен-
ные результаты в совокупности позволили отне-
сти все исследуемые штаммы к группе B. cereus
complex и дифференцировать их от вида B. an-
thracis. Однако, интересно отметить, что штамм
YakM4 не обладал гемолитической активностью,
характерной для данного вида, а штаммы YakM7,
YakM10 и YakM15 оказались чувствительны к си-
биреязвенному бактериофагу Гамма А-26. Это
позволило сделать предположение о тесной связи
перечисленных штаммов с B. anthracis, поскольку
ранее уже были описаны подобные случаи неге-
молитичных и чувствительных к гамма-фагу
штаммов B. cereus, близкородственных возбуди-
телю сибирской язвы [30, 31].

Определение профиля энтеротоксинов. Штам-
мы В. cereus способны вызывать серьезные пище-
вые токсикоинфекции, поэтому одним из важ-
ных аспектов при исследовании вновь выделен-
ного штамма является определение профиля
энтеротоксинов, как основных факторов пато-
генности данного вида микроорганизмов. Одним
из способов решения этой задачи является ПЦР-
индикация генов, кодирующих соответствующие
токсины в геноме штамма [17, 21]. Нами были ис-
пользованы праймеры, предложенные в работе
[21] для ПЦР-индикации 6 генов синтеза токси-
нов – цитотоксина К (cytK), негемолитического
энтеротоксина А (nheA), гемолизина BL (hblC),
энтеротоксина FM (entFM) и рвотного токсина
цереулида (ces и CER). Перечисленные токсины
синтезируются штаммами В. cereus, вызывающи-
ми пищевые токсикоинфекции с диарейной или
рвотной симптоматикой [20]. Полученные ре-
зультаты приведены в табл. 5.

Как видно из табл. 5, только штаммы YakM1,
YakM2 и YakM4 несут в геноме ген hblC и лишены
гена entFM, ген nheA выявлен у всех штаммов ис-
следуемой выборки и ни у одного из штаммов не
выявлено положительной реакции на гены cytK,
CER и ces. Однако, согласно результатам полноге-
номного секвенирования, ген cytK обнаружен у
YakM9 и YakM11-2, ген hblC выявлен в геномах
YakM1, YakM2, YakM3, YakM7, YakM10 и YakM15,
entFM обнаружен у YakM1 и YakM15, nheA выяв-
лен у всех штаммов, за исключением YakM4. Рас-
хождение результатов ПЦР и секвенирования мо-
жет быть обусловлено отсутствием референсного
штамма и, соответственно, генома, для вида B. ce-
reus и группы B. cereus complex, а также выражен-
ным полиморфизмом перечисленных генов.

Эти результаты интересны с учетом факта вы-
деления штаммов из вечной мерзлоты. Поскольку
функция токсинов, как факторов патогенности, за-
ключается в поражении желудочно-кишечного
тракта хозяина, интересно предположить, в отно-
шении каких видов-хозяев данные токсины могли

Таблица 4. Фенотипическая характеристика штаммов

Примечание: *+ – признак выражен; – признак не выражен.

Штамм Подвижность Лейцитиназная
активность

Фосфатазная
активность

Гемолитическая 
активность Гамма А-26 В-Fah

YakM1 +* + + + – –
YakM2 + + + + – –
YakM3 + + + + – –
YakM4 + + + – – –
YakМ7 + + + + + –
YakМ8 + + + + – –
YakM9 + + + + – –
YakM10 + + + + + –
YakM11-2 + + + + – –
YakМ15 + + + + + –
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использоваться при условии экспрессии генов,
наличие которых выявлено в геномах.

Помимо фенотипических характеристик, кото-
рые, в свою очередь, определили спектр следую-
щих подходов, примененных для изучения данных
штаммов, возникла необходимость также охарак-
теризовать штаммы с генетической точки зрения.

RAPD-генотипирование. RAPD-генотипирова-
ние является одним из наиболее простых методов
генотипирования штаммов рода Bacillus [8, 9, 24,
32], позволяет получить генетическую характери-
стику штамма за несколько часов и не требует ис-
пользования данных секвенирования, что крайне
важно с финансовой точки зрения, поэтому оно
было проведено в первую очередь. Этот подход
позволил определить, являются ли штаммы, име-

ющие одинаковую фенотипическую характери-
стику, идентичными на уровне генома.

RAPD-генотипирование показало, что все ис-
следуемые изоляты имеют различия. Однако наи-
более схожий RAPD-профиль выявлен у штам-
мов: YakМ8, YakМ9 и YakМ11-2, а также YakМ10 и
YakМ15. Примеры результатов RAPD-генотипи-
рования представлены на рис. 1 и 2.

Эти результаты позволили сделать предвари-
тельный вывод о том, что штаммы, взятые из од-
ной географической точки, имеют генетические
различия, что вызывало интерес к проведению
более глубоких генетических исследований.

Применение MLVA-локусов B. anthracis в отно-
шении других видов группы B. cereus complex. По-
скольку B. anthracis и другие виды группы В. сereus
complex являются крайне близкородственными
на генетическом уровне, было выдвинуто предпо-
ложение о возможности применения хромосомных
VNTR-локусов B. anthracis для MLVA-генотипи-
рования и дифференцирования других штаммов
данной группы. В ряде работ была показана воз-
можность не только применения этого высокораз-
решающего метода для генетической характеристи-
ки штаммов B. anthracis, но и возможность его ис-
пользования для дифференцирования B. anthracis
от других видов рода Bacillus, поскольку по ряду
VNTR-локусов возможна амплификация продук-
тов, размер которых значительно отличается от
типичных для B. anthracis [15, 31, 33]. Мы предпо-
ложили, что в случае успешного использования
данного подхода, возможно выявление наиболее
близких с филогенетической точки зрения штам-
мов к виду B. anthracis, как, например B. cereus bv.
anthracis, который известен способностью вызывать

Таблица 5. Профиль генов синтеза токсинов штаммов
группы В. cereus complex

Штамм
Детектируемый ген

cytK hblC entFM nheA ces CER

YakM1 – + – + – –
YakM2 – + – + – –
YakM3 – – + + – –
YakM4 – + – + – –
YakМ7 – – + + – –
YakМ8 – – + + – –
YakM9 – – + + – –
YakM10 – – + + – –
YakM11-2 – – + + – –
YakМ15 – – + + – –

Рис. 1. RAPD-генотипирование с использованием праймера Primer A: 1, 12 – маркер молекулярных масс “GeneRuler
100 bp DNA Ladder”; продукты амплификации штаммов: 2 – YakМ1, 3 – YakМ2, 4 – YakМ3, 5 – YakМ4, 6 – YakМ7, 7 –
YakМ8, 8 – YakМ9, 9 – YakМ10, 10 – YakМ11-2, 11 – YakМ15.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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схожее с сибирской язвой заболевание у приматов
[34]. Поэтому, мы применили предложенные рядом
авторов праймеры для MLVA-генотипирования
B. anthracis [15, 26–29] при генотипировании ис-
следуемых в данной работе штаммов. Результаты
приведены в табл. 6.

Таким образом, осуществлен MLVA-анализ
исследуемой выборки с использованием 17 VN-
TR-локусов. Обнаружено, что несмотря на то, что
используемые праймеры сконструированы для
B. anthracis, по ряду локусов у исследуемых изоля-
тов проходила амплификация. Однако часть ло-
кусов (bams01, bams22, bams23, bams34, vrrC2)
оказалась неприменима из-за отсутствия продук-
та амплификации или его неспецифичного на-
копления, при котором размер составил более

900 п.н., в связи с чем невозможно определить его
точный размер по результатам электрофореза в
агарозном геле. Тем не менее, одинаковый ML-
VA-профиль выявлен у штаммов YakM1, YakM2 и
YakM4, YakM8, YakM9 и YakM11-2, а также YakМ7 и
YakM10. Близкий, хоть и не одинаковый, MLVA-
профиль характерен для штаммов YakM3, YakM15
и YakМ7, YakM10. Данные результаты частично
согласуются с результатами RAPD-генотипиро-
вания, однако MLVA может иметь более низкое
разрешение и основано на полиморфизме других
локусов. Это говорит в пользу необходимости
комплексного подхода генотипирования при ис-
следовании таких мономорфных групп как B. ce-
reus complex. Однако, поскольку данный метод
является одним из наиболее высокоразрешаю-

Рис. 2. RAPD-генотипирование с использованием праймера Primer B: 1, 12 – маркер молекулярных масс “GeneRuler
100 bp DNA Ladder”; продукты амплификации штаммов: 2 – YakМ1, 3 – YakМ2, 4 – YakМ3, 5 – YakМ4, 6 – YakМ7, 7 –
YakМ8, 8 – YakМ9, 9 – YakМ10, 10 – YakМ11-2, 11 – YakМ15.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Таблица 6. MLVA-профили штаммов

Примечание: цифрами обозначено число нуклеотидных повторов в VNTR-локусах; * – размер фрагмента слишком большой
для определения по результатам электрофореза в агарозном геле; НЛ – нет локуса (локус не амплифицируется).

Штамм
VNTR-локус

vrrA bams03 bams05 bams44 VNTR23 bams21 bams24 bams25 bams28 bams51 vrrB1 vrrB2

YakM1 5 НЛ НЛ 7 10 НЛ 10 14 16 7 НЛ 13
YakM2 5 НЛ НЛ 7 10 НЛ 10 14 16 7 НЛ 13
YakM3 8 НЛ 6 4 2 9 7 11 15 7 26 15
YakM4 5 НЛ НЛ 7 10 НЛ 10 14 16 7 НЛ 13
YakМ7 8 НЛ 6 4 2 9 7 11 15 НЛ 26 НЛ
YakМ8 7 33 6 8 2 НЛ 10.5 НЛ 16 9 23 13
YakM9 7 33 6 8 2 НЛ 10.5 НЛ 16 9 23 13
YakM10 8 НЛ 6 4 2 9 7 11 15 НЛ 26 НЛ
YakM11-2 7 33 6 8 2 НЛ 10.5 НЛ 16 9 23 13
YakМ15 8 –* 6 4 2 9 7 11 14 НЛ 26 3
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щих способов генотипирования B. anthracis, вероят-
но, одинаковый MLVA-профиль исследуемых нами
штаммов говорит о их крайне близком родстве,
либо о том, что они, по сути, являются одним
штаммом. Ранее была показана возможность ис-
пользования сибиреязвенных MLVA-локусов для
дифференцирования B. anthracis от B. cereus и
B. thuringiensis, а также поиска наиболее тесно
связанных с B. anthracis других штаммов рода Bacillus
[31, 33]. В настоящей работе показана возмож-
ность дифференцирования путем MLVA штаммов
B. anthracis и группы В. сereus complex и выявлены
различия по ряду локусов между исследуемыми
штаммами.

MLST-генотипирование. MLST является од-
ним из самых надежных способов генотипирова-
ния для группы В. cereus complex и особенно
успешно позволяет определить вид исследуемого
изолята. Мы использовали одну из наиболее по-
пулярных схем MLST в отношении исследуемых
штаммов [14]. По результатам полногеномного
секвенирования были определены номера аллелей
и ST в соответствии с базой данных (https://pubm-
lst.org/bcereus/). Результаты представлены в табл. 7.

Среди исследуемой выборки к ST-217 принад-
лежали 4 штамма, а к ST-32 – 3 штамма. В базе
данных PubMLST, в которой на момент написа-
ния работы содержалась информация о 5521
штаммах группы В. сereus complex, к ST-217 отно-
сится один штамм – KW14 (место и дата выделе-
ния неизвестны), а к ST-32 отнесены 27 штаммов
(выделены из пищевых продуктов в США, Кана-
де, Южной Корее, Китае и Тайване). Как видно
из табл. 7, у штаммов YakM1, YakM2 и YakM4 выяв-
лена комбинация аллелей, которая не соответствует
ни одному из ранее описанных сиквенс-типов. Од-
нако, согласно PubMLST, данный ST входит в со-
став 196 клонального комплекса, куда входят 58
других ST. Таким образом, в данной работе мы
выявили новый ранее не описанный MLST-ST у

штаммов группы В. сereus complex, найденных в
почве вечной мерзлоты.

Выявление как редких, так и ранее не описан-
ного ST представляет интерес с точки зрения эво-
люции группы В. сereus complex. В географиче-
ской точке на месте находки мумий пещерных
львят, был выделен ряд штаммов B. anthracis, при-
чем 3 из них принадлежали разным эволюцион-
ным линиям – А и В [16, 35]. Позднее из тех же
образцов почвы были выделены и штаммы, ис-
следуемые в настоящей работе. Интересно, что
эти 10 штаммов относятся к трем известным и од-
ному новому ST, а штаммы B. anthracis отнесены к
ST-1 и ST-3. То есть большинство штаммов рода
Bacillus относятся к разным эволюционным ветвям
и в данной географической точке наблюдается зна-
чительный полиморфизм как среди B. anthracis, так
и среди группы В. сereus complex в целом. Кроме то-
го, важно отметить, что локусы, используемые для
MLST-генотипирования, представляют собой
гены домашнего хозяйства, которые обладают
сравнительно медленной эволюцией, что являет-
ся еще одним аргументом в пользу высокого био-
разнообразия штаммов, принадлежащих к близ-
кородственным видам и выделенных буквально в
одной точке [14]. Необходимо обратить внимание
на то, что все штаммы выделены в Якутии из об-
разцов почвы, находящейся в аллювиальных от-
ложениях Голоцена [16]. Несмотря на то, что ра-
нее время консервации штаммов B. anthracis в
мерзлоте определено, как относящееся к XIII-
XVI векам, факт выделения их из вечной мерзло-
ты дает основания предположить, что их возраст
может быть гораздо больше предполагаемого,
вплоть до нескольких тысячелетий, в то время как
вид B. anthracis появился приблизительно 12–26 тыс.
лет назад [36]. Это свидетельствует о важности
данного региона Якутии в происхождении и эво-
люции самого вида B. anthracis. Поэтому данная
гипотеза требует дальнейшей разработки, а новые
штаммы – более глубокого изучения.

Таблица 7. MLST-генотипирование штаммов группы В. cereus complex

Примечание: цифрами обозначены номера аллелей по каждому из локусов и номера сиквенс-типов, согласно сервису Pub-
MLST; *выявлен впервые описанный сиквенс-тип.

Штамм
Аллельный профиль

MLST-ST
glpF gmk ilvD pta pur pycA tpi

YakM1 8 10 79 36 56 22 11 –*
YakM2 8 10 79 36 56 22 11 –
YakM3 86 57 81 80 80 90 32 217
YakM4 8 10 79 36 56 22 11 –
YakМ7 86 57 81 80 80 90 32 217
YakМ8 5 4 3 4 15 6 16 32
YakM9 5 4 3 4 15 6 16 32
YakM10 86 57 81 80 80 90 32 217
YakM11-2 5 4 3 4 15 6 16 32
YakМ15 86 57 81 80 80 90 32 217
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Таким образом, в настоящей работе проведено
исследование 10 штаммов В. сereus complex, выде-
ленных из образцов почвы, находящейся в веч-
ной мерзлоте на территории Якутии. Проведено
фенотипическое исследование штаммов культу-
ральными и биохимическими методами. Мето-
дом ПЦР определен профиль наличия в их геноме
генов, кодирующих энтеротоксины. Затем прове-
дено MLVA-генотипирование с использованием
локусов, применяемых для генотипирования
штаммов возбудителя сибирской язвы, что позво-
лило дифференцировать штаммы В. сereus complex
от B. anthracis и выявить их различия и сходства по
ряду локусов. На основе результатов проведенно-
го секвенирования геномов осуществлено MLST-
генотипирование, в результате которого выявле-
но 2 ранее описанных, но достаточно редких ST и
один не описанный и не зарегистрированный в
базе данных PubMLST ST, что очень важно в це-
лом для фундаментальных и филогенетических
исследований группы В. cereus complex.

Полученные результаты подчеркивают важ-
ность использования методов генотипирования
при исследовании такой мономорфного группы
как В. сereus complex, причем необходимо исполь-
зовать именно комплекс подходов, преимуще-
ственно основанных на данных полногеномного
секвенирования. Исследование данной группы
микроорганизмов показало свою актуальность и
с точки зрения оценки микробиологических рис-
ков в Арктическом регионе при изменении кли-
мата, в связи с выявлением вирулентных штам-
мов возбудителя сибирской язвы, а также круп-
ной вспышкой этого заболевания среди оленей
летом 2016 г., которая была спровоцирована тая-
нием вечной мерзлоты с законсервированными в
ней спорами, а также выделением других родов
микроорганизмов, имеющих патогенный потен-
циал [16, 39, 40].

Материал подготовлен в рамках секторальной
программы Роспотребнадзора. Работа частично
выполнена в рамках Соглашения о научно-тони-
ческом сотрудничестве между ГНЦ ПМБ и АНО
“Губернская академия”.
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Characteristics of Bacillus cereus complex Group Strains Isolated from Permafrost 
in Yakutia for Assessment of Microbiological Risks During Climate Change

Y. O. Goncharovaa, *, V. V. Evseevaa, R. I. Mironovaa, K. V. Khlopovaa, A. G. Boguna, A. A. Sizovaa,
V. I. Solomentseva, G. M. Titarevaa, I. V. Bahtejevaa, T. B. Kravchenkoa,

A. V. Brushkovb, c, V. S. Timofeeva, and S. G. Ignatova, b, **
a State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow region, 142279 Russia

b Moscow State University M.V. Lomonosov, Moscow, 119991 Russia
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Strains of Bacillus genus were isolated from soil samples in the permafrost region (Yakutia, Russia). The phe-
notypic characteristics of the strains are given. The analysis of the obtained data made it possible to assign
them to the group Bacillus cereus complex. PCR analysis made it possible to determine the profile of B. cereus
toxin synthesis genes in the genomes of the studied strains. Genetic characterization was obtained by RAPD
genotyping and using MLVA loci used for genotyping of the anthrax pathogen. The results of genotyping at
different levels of resolution made it possible to differentiate the studied strains from the B. anthracis species,
to show their intraspecific genetic differences and the degree of relationship. Whole genome sequencing was
carried out, based on the data of which MLST genotyping was carried out, which revealed 2 known sequence
types and one new one, described for the first time in this work. The results obtained are of practical impor-
tance and are extremely interesting from the point of view of the evolution and phylogeography of the B. ce-
reus complex group, since the fact that strains were isolated from permafrost suggests that their age may be
much older than expected.

Keywords: Bacillus cereus complex, Bacillus anthracis, toxins, genotyping, MLVA, MLST, RAPD, permafrost
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