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ТҰЖЫРЫМ

Есеп 40 б., 4 сурет, 3 кесте, 49 әдебиет көзі, 3 қосымша.
BACILLUS ANTHRACIS, FRANCISELLA TULARIENSIS,  MLVA  ТИПИРЛЕУ, ГЕНОТИПИРЛЕУ, ТОЛЫҚГЕНОМДЫ СЕКВЕНИРЛЕУ.
Зерттеу нысандары ретіне B. anthracis.ДНҚ сынамалары алынды. 
Кезең мақсаты – Bacillus anthracis штамдарынан бөлініп алынған ДНҚ сынамалардан топтама құру. Алынған нәтижелерге верификация жасау үшін  25 VNTR маркерлермен 50 штамға MLVA типирлеу жүргізу және аллельдердің нуклеотидті бірізділігін анықтау. 
Алға қойылған мақсат пен одан туындаған міндеттер микробиологиялық, молекулалы - генетикалық және ақпараттық әдістер арқылы жүзеге асырылды.
Атқарылған зерттеулер нәтижесінде 165 Bacillus anthracis топтамалық штамдарын селективті қореқтік ортаға егу жұмыстары жасалды, вегетативтік форма кезеңінде штамдардың инактивациясы жүргізіліп, 165 штамдардың инактивті биомассасынан бөлініп алынған  ДНҚ-ның жалпы концентрациясы 1 мкг-нан жоғары болды. Верификация жасау үшін 25 VNTR маркерлермен Bacillus anthracis 50 штамына MLVA типирлеу жүргізілді. Іріктелген 50 штамда 8 VNTR (Bams21, Bams24; Bams31; Bams51; Bams53; vrrB2 и vrrС2) маркерлері инвариантты, қалған маркерлерден 2-ден 7-ге дейін алелльдердің нұсқалары алынды. Капиллярлы электрофорез кезінде верификация үшін алынатын 25 VNTR маркерлердің түргенгіштік аллельдердің нуклеотидті бірізділігі айқындалды.  
Нәтижелердің жаңашылдығы: B. anthracis 165 штамдарынан ДНҚ топтамасы құрылды. 50 штамға MLVA-25 типирлеу жүргізілді, аллельдердің 25 VNTR локустары бойынша  верификациясы жасалды.

MLVA типирлеудің нәтижелері бір территорияда сібір жарасын жұқтырған жануарлар мен адамдардан бөлініп алынған штамдардың байланысын анықтауға мүмкіндік береді. Осының барлығы бұл жұқпалы аурудың эпидемиологиялық ахуалына  оң әсерін тигізеді. Верифицирленген профилді штамдарды  B. anthracis-ті MLVA типирлеу кезінде бақылау нұсқасы ретінде қолдануға болады

Жобаны жүзеге асыру арқылы эпидемиологиялық бақылауға Bacillus anthracis штамдарын заманауи  молекулалы-генетикалық типтендіру тәсілдерін енгдіруге мүмкіндік береді. 

Қолдану аумағы: эпидемиология, аса қауіпті жұқпалы ауруларды бақылау. 
РЕФЕРАТ

Отчет 40 с., 4 рис., 3 табл., 49 источник, 3 прил.
BACILLUS ANTHRACIS, FRANCISELLA TULARIENSIS,  MLVA  ТИПИРОВАНИЕ, ГЕНОТИПИРОВАНИЕ, ПОЛНОГЕНОМНОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ
Объектами исследования являлись образцы ДНК B. anthracis.

Цель этапа – создание коллекции образцов ДНК выделенных из штаммов Bacillus anthracis, MLVA типирование 50 штаммов по 25 VNTR маркерам и определение нуклеотидной последовательности аллелей 25 VNTR маркеров для верификации результатов.


Поставленные цели и вытекающие из нее задачи были выполнены с использованием молекулярно-генетических и информационных методов.

В результате проведенных исследований: проведен посев на селективные питательные среды 165 коллекционных штаммов Bacillus anthracis, на стадии вегетативных форм была проведена инактивация штаммов; из инактивированной биомассы 165 штаммов Bacillus anthracis была выделена ДНК, суммарный выход составил не менее 1 мкг; проведено MLVA типирование по 25 VNTR маркерам 50 штаммов Bacillus anthracis для верификации данных получаемых при капиллярном электрофорезе, 8 VNTR (Bams21, Bams24; Bams31; Bams51; Bams53; vrrB2 и vrrС2) маркеров инвариантны в исследуемой выборке из 50 штаммов, в остальных маркерах получено от 2 до 7 вариантов аллелей; для верификации данных получаемых при капиллярном электрофорезе определена нуклеотидная последовательности вариабельных аллелей 25 VNTR маркеров. 
Новизна результатов: создана коллекция ДНК 165 штаммов B. anthracis, генотипировано 50 штаммов методом MLVA-25, проведена верификация аллелей 25 VNTR локусов.
Результаты MLVA типирования позволят выявлять связь между штаммами, выделенными от животных и человека, инфицированных на одной и той же территории. Все это положительно скажется на эпидемиологической ситуации по сибирской язве. Штаммы с верифицированным профилем могут быть использованы в качестве контролей при MLVA типировании B. anthracis.
Реализация проекта позволит внедрить в эпидемиологический мониторинг современные средства молекулярно-генетической типизации штаммов Bacillus anthracis.
Область применения: эпидемиология, контроль за особо опасными инфекциями.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями, обозначения и сокращения:

Геном - совокупность генов клеточного ядра;
Дезорибонуклеиновая кислота (ДНК) – высокомолекулярное органическое соединение, кодирует генетическую информацию;
КРС - крупный рогатый скот;
мкл - микролитр равен 10-6 литра;
МРС - мелкий рогатый скот;
нг -  нанограмм;
п. н. - пар нуклеотидов;
ПЦР - полимеразная цепная реакция;
Bams – область генома Bacillus (B.) anthracis, содержащая минисателлитную последовательность (область генома с вариабельным числом тандемных повторов);
BLAST- (англ. Basic Local Alignment Search Tool)  - семейство компьютерных программ, служащих для поиска гомологов белков или нуклеиновых кислот, для которых известна первичная структура (последовательность) или её фрагмент;
dNTPs - дезоксирибонуклеозидтрифосфаты;
MLVA - мультилокусный анализ множественных тандемных повторов (multilocus variable number of tandem repeat analysis);
VNTR – вариабельное число тандемных повторов (variable number tandem repeat);
vrr –область генома с вариабельным числом повторов(variable repeat region).
ВВЕДЕНИЕ
Bacillus anthracis спорообразующая, грамположительная бактерия, которая является возбудителем сибирской язвы. B. anthracis продолжительное время остается инфекционным агентом, угрожающим жизни людей и животных во всем мире [1]. Однако активные меры борьбы, особенно строгий запрет на захоронение туш и убойных отходов, а также крупные программы вакцинации животных в первой половине 20-го века, значительно сократили заболеваемость сибирской язвой во многих развитых странах [2]. 
По официальным оценкам в конце 20 века ежегодно инфицируется сибирской язвой от 2000 до 20000 людей [3]. Территория Казахстана (РК) считается эндемичной по сибирской язве. На протяжении 78 лет на территории Казахстана было зарегистрировано 1037 заболеваний людей в 665 местах, 198 из которых имели повторные вспышки. Также в этот период было зарегистрировано 3947 случаев вспышек заболевания животных, локализованных в 1790 местах, в 805 из которых регистрировались повторные вспышки. Самые большие вспышки заболевания скота зарегистрированы в Карагандинской (1957 год) и Жамбылской областях (1971 год), где пало 174 и 851 животное соответственно [4]. Согласно кадастру в РК зарегистрировано стационарных неблагополучных пунктов по сибирской язве, 2677 очагов, пало более 25000 животных и зарегистрировано 2000 случаев заболевания людей. Из них установлено точное месторасположение 1890 пунктов. Не установлено месторасположение 714 пунктов. В основном это пункты по сибирской язве 50-70-летней давности. Хотя в 2002-2015 гг. число случаев заболеваний людей сибирской язвой в Казахстане сократилось в 3,6 раза по сравнению с периодом 1992-2001 гг. [5], ситуация остается нестабильной, о чем свидетельствует серия вспышек в 2016 году. В 2016 году зарегистрированы 5 очагов вспышек сибирской язвы в Восточно-Казахстанской, Западно-Казахстанской, Карагандинской и Павлодарской областях, при этом в данных пунктах ранее заболевание не регистрировалось [6].
Знание генотипов циркулирующих штаммов важно для эпидемиологического мониторинга на локальном и глобальном уровнях. На локальном уровне генотипирование позволяет проследить источник и пути распространения инфекции. На глобальном - позволяет дифференцировать естественную вспышку от искусственно созданной вспышки в результате злого умысла,  позволяет прослеживать эволюционные изменения. Только изучив циркулирующие штаммы, можно делать какие либо выводы [7]. Международные базы данных содержащие информацию по циркулирующим генотипам способствуют развитью глобального мониторинга за патогенами и позволяют отслеживать эволюционные изменения [8]. Полногеномное секвенирование и последующий анализ однонуклеотидных полиморфизмов является методом генотипирования с самым высоким разрешением и мощной филогенетической способностью [9]. 

Несмотря на эндемичность сибирской язвы в Казахстане генетическое разнообразие циркулирующих штаммов не достаточно описано. Ранее проведено генотипирование 93 штаммов B. anthracis c использованием 8 VNTR повторов (MLVA-8) предложенных в 2000 году Keim P. с соавторами [10]. Дискриминационная способность MLVA-8 ограничена и не позволяет проводить полноценный эпидемиологический мониторинг и тем более дифференцировать вспышку по происхождению [11]. В последнее десятилетие схема генотипирования B. anthracis на основе VNTR повторов неоднократно совершенствовалась, постоянно увеличивая дискриминационную способность [12,13].

Новизна темы заключается в том, что в рамках данного проекта будет проведено генотипирование не менее 162 штаммов B. anthracis с использованием MLVA-25. Полученные данные позволят создать карту распределения генотипов на территории Казахстана и будут использованы в эпидемиологическом мониторинге последующих вспышек. Публикация данных и пополнение международных баз данных MLVA профилей, циркулирующих на территории Казахстана, будут актуальны также для мировой науки при глобальном контроле за сибирской язвой. Дополнительно, но не менее важным компонентом генотипирования B. anthracis будет полногеномное секвенирование штаммов, представляющих наибольший интерес. Что особенно актуально для бактерий с высококонсервативным геномом к которым относится B. anthracis [14]. Анализ SNP полученных с полногеномных данных позволяет надежно выстраивать филогению и определять точное географическое расположение штаммов [15]. Кроме того, полногеномное секвенирование позволяет отойти от канонических устоев по историческому распространению возбудителя сибирской язвы в мире [16].
Цель проекта – изучить генотипы и геномные особенности возбудителей сибирской язвы и туляремии, циркулирующих в Казахстане с использованием высоко дискриминационных методов и полногеномного секвенирования, составить карту распределения генотипов для усовершенствования эпиднадзора за особо опасными инфекциями.
Цель этапа НИР на 2018 год: создание коллекции образцов ДНК выделенных из штаммов Bacillus anthracis, MLVA типирование 50 штаммов по 25 VNTR маркерам и определение нуклеотидной последовательности аллелей 25 VNTR маркеров для верификации результатов.
Содержание исследований на 2018 год согласно календарному плану на 2018 год (Приложение А).

Метрологическое обеспечение НИР. Исследования проводятся на базе лаборатории прикладной генетики РГП на ПХВ «Национальный центр биотехнологии» КН МОН РК и РГП на ПХВ «Казахский научный центр карантинных и зоонозных инфекций имени Масгута Айкимбаева» МЗ РК здравоохранения Республики Казахстан (далее - КНЦКЗИ). Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах – ТОО «KazMedServiceGroup». Для выполнения данного проекта имеются необходимые соответствующие помещения и коммуникации. Лаборатория оснащена всем необходимым оборудованием: боксы с предбоксниками для работы с биологическими материалами, термостаты, универсальные рефрижераторные центрифуги, амплификаторы, спектрофотометры, низкотемпературные холодильники, морозильные камеры. 
Работа с патогеннами проводится в РГП на ПХВ «Казахский научный центр карантинных и зоонозных инфекций имени М. Айкимбаева». Сотрудники центра имеют большой опыт реализации международных проектов, направленных на изучение фенотипических и молекулярно-генетических особенностей особо опасных патогенов, а также на проведение эпидемиологических и эпизоотологических исследований в очагах. Уровень биологической безопасности центра позволяет проводить заявленные исследования. В КНЦКЗИ им. М. Айкимбаева имеется необходимый набор лабораторных и производственных помещений, отвечающих требованиям противоэпидемического режима работы с возбудителями особо опасных инфекций (BSL-3).
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Обоснование выбора направления

Сибирская язва - острое инфекционное зоонозное заболевание, вызванное спорообразующими, аэробными, грамположительными, неподвижными бактерия Bacillus anthracis. Споры B. anthracis устойчивы к экстремальным условиям окружающей среды, могут сохраняться в течение длительного периода времени в почве или сене. Восприимчивые животные заражаются через контакт со спорами B. anthracis. Люди чаще инфицируются сибирской язвой в сельской местности, при контакте с больными животными или зараженными продуктами животного происхождения. Передача заболевания от человека к человеку встречается редко. Недавно был установлен новый способ инфицирования через контаминированные спорами инъекционные наркотические вещества [17]. По клиническому проявлению выделяют три формы: кожная, легочная и жедудочно-кишечная. Наиболее распространенной формой сибирской язвы является  кожная, на долю которой  приходится 95% случаев во всем мире [18]. 
Недостаточный охват вакцинации и плохое качество вакцин являются основными причинами инфекции в Казахстане и странах Центральной Азии  [19]. Экономический ущерб при сибирской язве значительный, т.к. летальность среди мелкого рогатого скота и лошадей более 90%. 
На территории Казахстана имеются эндемичные почвенные очаги сибирской язвы. Особенно большую опасность в возникновении заболеваний представляют старые, заброшенные захоронения трупов  животных павших от сибирской язвы [20]. В 2016 г. сложилась сложная эпидемическая ситуация по сибирской язве, в Карагандинской, Алматинской, Восточно-Казахстанской и Павлодарской областях, где были зарегистрированы спорадические случаи заболевания сибирской язвой сельскохозяйственных животных и людей. Зарегистрировано 16 случаев заболевания сибирской язвой людей, 3 из них с летальным исходом. Заражение животных произошло, в основном, на территориях «выраженного» и «среднего» неблагополучия по сибирской язве [21].

B. anthracis. рассматривается в качестве одного из основных потенциальных агентов биологического оружия, представляющий риск здоровью людей и других млекопитающих [22]. Легкость культивирования, образование устойчивых спор, способствовали рассмотрению данного патогена в качестве потенциального источника для биооружия многими странами в 20-м века, включая Советский Союз, США, Великобританию и Японию [23]. B. anthracis классифицирован как патоген категории согласно классификации центра по контролю и профилактике заболеваний (U.S. Center for Disease Control and Prevention (CDC).

B. anthracis относится к группе Bacillus cereus, которая включает три генетически и фенотипически сходных вида: B. cereus, B. thuringiensis и B. anthracis. Патогенный штаммы встречаются во всех трех видах. Токсины B. cereus могут вызывать пищевое отравление [24], B. thuringiensis является патогеном насекомых и B. anthracis, возбудитель сибирской язвы млекопитающих. Несмотря на различия в патогенезе на хромосомном уровне отмечается высокая степень генетического сходства [25]. Высокая степень фенотипического и генетического сходства вызывает проблемы в микробиологической диагностике и разработке тест-систем генетической идентификации видов.

Существует необходимость быстрой идентификации и молекулярно-генетической типизации изолятов B. anthracis. Методы генотипирования необходимы для расследования происхождения вспышек, облегчения эпидемиологических исследований в целях снижения риска распространения и эффективного контроля вспышек [26]. B. anthracis – относятся к видам бактерий с высокой стабильностью геномов, что может быть обусловлено длительным сохранения эндоспор,  не теряющих свою активность на протяжении всего жизненного цикла [27]. Методы видовой идентификации B. anthracis были разработаны в 90-х годах 20 века [28,29]. В 2001 году письма со спорами сибирской язвы вынудили изменить подход к диагностики особо опасных патогенов с уклонов в разработку методов «дактилоскопической» типизации штаммов. Анализ полногеномных данных подтвердил высокую генетическую идентичность на нуклеотидном уровне между различными штаммами B. anthracis, но позволил идентифицировать вариабельные тандемные повторы, отличающие между штаммами. 

В настоящее время мультилокусный анализ числа вариабельных тандемных повторов (MLVA, multiple locus variable-number tandem repeats analysis) остается основным методом генетической дактилоскопии B. anthracis  [30], который используется для иллюстрации филогенетическое соотношение штаммов B. anthracis, а также для отслеживание источника в случае биотеррористической атаки или вспышки сибирской язвы, путей и факторов передачи, и дает возможность значительно расширить объективные данные о биологических особенностях конкретного изолята  [31].
Первый метод MLVA генотипирования B.anthracis был предложен  Keim P.,  c соавторами [32] и основан на анализе 8 VNTR (целевые шесть хромосомных локусов (vrrA, vrrB1, vrrB2, vrrC1, vrrC2, CG3) и два плазмидных локуса (pXO1, pXO2)) локусов (MLVA-8). Метод MLVA-8 был применен в многочисленных исследованиях при изучении генетического разнообразия B. anthracis во всем мире [33, 34, 35, 36, 37, 38, 39]. Однако MVLA-8 был признан недостаточным для молекулярно-криминалистических подходов, поскольку данный метод не смог различить два географически близких изолята при естественных вспышках. Чтобы увеличить дискриминационную способность, были предложены 14 дополнительных маркеров (Bams1, 3, 5, 7, 13, 15, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 30, 31)  [40]. Разделение ДНК фрагментов проводили на стандартных агарозных гелях, что снижало себестоимость, но усложняло интерпретацию результатов. Lista с соавторами [9] разработали метод генотипирования основанный на анализе 25 VNTR маркеров (MLVA-25), панель включила в себя MLVA-8, 13 из 14 дополнительных локусов, предложенных Le Flèche et al. (не включены: bams07) и 4 новых маркера (bams 34, 44, 51 и 53). Применение MLVA-25 для генотипирования ранее характеризованных штаммом с использованием MLVA-8 B.anthracis во Франции [41] и Италии [42] позволило выделить 37 новых генотипов и доказать значительное увеличение дискриминационной способности данного метода.
Несмотря на сложную эпизоотическую ситуацию в нашей республике, отслеживание вспышек и путей распространения сибирской язвы, к сожалению, не проводится на достаточном уровне. Реализация данного проекта позволит создать обширную базу данных MLVA профилей штаммов, циркулирующих на территории Казахстана. Результаты могут быть использованы при расследовании вспышек, а также при контроле завозных случаев инфекции. Публикация данных и пополнение международных баз данных MLVA профилей, циркулирующих на территории Казахстана, будут актуальны также для мировой науки при глобальном контроле за сибирской язвой.
2 Материалы и методы исследования 

2.1 Материалы исследования 

В рамках заключенного договора все работы, связанные с посевом на селективные питательные среды, выделение ДНК из коллекционных штаммов Bacillus anthracis проводились на базе РГП на ПХВ «Казахский научный центр карантинных и зоонозных инфекций имени Масгута Айкимбаева» (КНЦКЗИ). Сотрудники центра имеют большой опыт реализации международных проектов, направленных на изучение фенотипических и молекулярно-генетических особенностей бруцелл, а также на проведение эпидемиологических и эпизоотологических исследований в очагах бруцеллёза. Уровень биологической безопасности КНЦКЗИ позволяет проводить заявленные исследования. Лаборатории КНЦКЗИ имеют все необходимые разрешения на работу с возбудителями 1 и 2 групп патогенности.
В работе были использованы 165 коллекционных  штаммов B. anthracis, депонированных в КНЦКЗИ. 

2.2 Методы исследования

2.2.1 Накопление бактериальной массы и выделение ДНК B. anthracis
Каждый штамм пересевали на чашки Петри с агаром Хоттингера и инкубировали при 370 С в течение 18-24 часов. После чего одну бактериологическую петлю агаровой культуры засевали в стеклянные пробирки с 0,9 мл бульона Хоттингера рН 7,4 и инкубировали с аэрацией при (36±1)°С в течение 2,5 ч.  Делали посев каждого штамма в три пробирки. После этого добавляли пенициллин (до конечной концентрации 1000 ЕД/мл) и инкубировали с аэрацией 15 мин. при (36±1)°С. Для дополнительной инактивации пробирки после инкубации прогревали при 100°С в течение 15 минут на водяной бане. Для контроля инактивации с каждой пробирки делали контрольный высев на агар Хоттингера и культивировали (36±1)°С в течение трех суток. При отсутствии роста содержимое стеклянной пробирки переносили в микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл и замораживают при минус  (20±1)°С.
Выделение ДНК из инактивированных бактериальных суспензий проводилось с помощью набора реактивов для экстракции ДНК «QIAamp DNA Mini Kit» производства фирмы QIAGEN (США). 
Полученный раствор ДНК пропускали через 0,22 мкм фильтр, с целью стерилизации от возможных сохраненных спор Bacillus anthracis. Для подтверждения стерильности 50 мкл выделенной ДНК инокулировали в жидкую питательную среду, инкубировали в течение 48 часов. Помутнение среды, образование хлопьев и поверхностной пленки не наблюдалась, также отсутствовали колонии при пересеве 0,5 мл на агаризированую среду.
2.2.2 Количественное определение концентрации ДНК

Концентрацию ДНК определяли спектрофотометрическим методом с использованием спектрофотометра NanoDrop1000. Метод основан на существовании у ДНК и РНК максимума поглощения при длине волны 260 нм. Это означает, что в растворах нуклеиновых кислот максимальная фотометрическая абсорбция наблюдается при 260 нм и она прямо коррелирует с концентрацией ДНК или РНК.
2.2.3 Подбор праймеров

Праймеры подбирали к выровненным нуклеотидной последовательности не менее 4 штаммов B. anthracis. Выравнивание нуклеотидных последовательностей осуществляли в программном обеспечение BioEdit. Проверку подобранных праймеров проводили с использованием программ Primer Select (DNASTAR) и интернет ресурса PrimerBlast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). При конструировании олигонуклеотидов учитывали основные параметры, предъявляемые к праймерам.
2.2.4 Подтверждение чистоты ДНК методом анализа нуклеотидной последовательности 16S rRNA гена и видовая идентификация методом ПЦР
Амплификация фрагмента 16S rRNA гена. Реакция ПЦР была выполнена с универсальными праймерами [43] 8f 5’ – AgAgTTTgATCCTggCTCAg-3 и  806R- 5’ ggACTACCAgggTATCTAAT в общем объеме 30 мкл. ПЦР смесь содержала 25 нг. ДНК, 1Ед. Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase (Fermentas), 0,2  mM каждого дНТФ, 1-х ПЦР буфер (Fermentas), 2,5 mM MgCl2, 10 пмоль каждого праймера.  Программа ПЦР амплификации включала длительную денатурацию 95°С в течение 5 минут; 30 циклов: 95°С – 30 секунд, 55°С- 40 секунд, 72°С – 50 секунд; заключительная элонгация 10 минут при 72°С, ПЦР программа была выполнена с применением амплификатора  GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). 
Определение нуклеотидной последовательности. Очистку ПЦР продуктов от не связавшихся праймеров проводили, ферментативным методом  используя,  Exonuclease I  (Fermentas) и щелочную фосфатазу (Shrimp Alkaline Phosphatase, Fermentas)  [44].

Реакцию секвенирование проводили с применением BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applide  Biosystems) согласно инструкции производителя, с последующим разделением фрагментов на автоматическом генетическом анализаторе 3730xl DNA Analyzer (Applide  Biosystems).

Анализ нуклеотидных последовательностей. Нуклеотидные последовательности, полученные, с применением прямого и обратного праймеров были проанализированы и объединены в общую последовательность, используя программное обеспечение SeqScape 2.6.0 (Applied Biosystems). Полученные нуклеотидные последовательности 16S rRNA гена были идентифицированы относительно доступных нуклеотидных последовательностей, депонированных в базах данных Gene Bank (www.ncbi.nih.gov), используя алгоритм BLAST [45]. Идентификация была осуществлена относительно инвентарных номеров Gene Bank первых трех нуклеотидных последовательностей имеющих максимальное совпадение.
Для видовой идентификации был использован мультиплексный ПЦР предложенный ранее Ramisse V. с соавторами [46]. Использовались праймеры для амплификации вирулентных генов pag локализованный на плазмиде pX01, cap на плазмиде pX02 и Ва813 (ген домашнего хозяйства rpoB) в мультиплексной ПЦР. Состав реакционной смеси в 25 мкл: смесь праймеров по 15 пмоль каждого за исключением праймеров Ва813- 25 пмоль; ДНК 6 нг; 0,25 мМ каждого дНТФ; 1-х ПЦР буфер 10X Taq буфер с KCl (100 mM Tris-HCl (pH 8.8 при 25°C)• 500 mM KCl• 0.8% (v/v) Nonidet P40), ионы магния 2,5 мМ; 5 нМ тетраметиламмония хлорида; 7% сахарозы; ксилен цианол 10 мг/мл; бетаин – до финальной концентрации 0,2М; 2 единицы Taq ДНК полимеразы (Fermentas). Программа ПЦР амплификации включала: длительную денатурацию 95°С в течение 3 минут; 30 циклов, 94°С – 30 секунд, 58°С- 45 секунд, 72°С – 45 секунд; финальная элонгация 72(С – 5 минут.
2.2.5 Электрофоретический анализ продуктов амплификации

Анализ амплифицированных целевых фрагментов ДНК, проводили методом разделения фрагментов ДНК в 2% агарозном геле, в присутствии интеркалирующего агента - бромистого этидия, который был использован с целью дальнейшей визуализации ДНК. Электрофорез проводили в камере горизонтального электрофореза PowerPac, используя источник тока BioRad Electrophoreticbath. В качестве электродного буфера использовали 1х ТАЕ-буфер. Документирование полученных результатов проводили, используя систему документаций гелей Gel Doc (Bio-Rad), с программным обеспечением Quantity One (Bio-Rad). Размеры молекул анализируемых образцов ДНК определяли путем сопоставления их электрофоретической подвижности в геле с подвижностью.

2.2.6 MLVA типирование
Для молекулярного типирования штаммов B. anthracis был использован мультилокусный анализ числа вариабельных тандемных повторов (MLVA), включающий в себя 25 локусов предложенный Florigio Lista (2006) [11]. Для амплификации целевых фрагментов использовано 4 мультиплексных ПЦР реакции. Концентрация праймеров в реакции соответствовала рекомендациям Lista. Смесь включала: 0,2 мМ каждого дНТФ; 1-х ПЦР буфер (20 mM (NH4)2SO4, 0,01% (v/v) Tween 20 (Fermentas)), ионы магния 2.5 мМ, DMSO- 1 мкл, смесь Taq ДНК полимеразы и Pfu ДНК полимеразы в соотношении 1:8 (Fermentas). Программа ПЦР амплификации включала: 96°С в течение 3 минут; 35 циклов 95°С – 20 секунд, 60°С – 30 секунд, 65°С – 2 минуты; финальная элонгация 65(С – 20 минут. После амплификации образцы разводили в 70 раз и 1,5 мкл использовали для капиллярного разделения на автоматическом генетическом анализаторе ABI3730xl (Applied Biosystems,Tokyo, Japan), с POP 7 и размерным стандартом LIZ 1200. Анализ размеров VNTR повторов проводили с использованием программного обеспечения GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems). 
2.2.7 Верификация аллелей VNTR локусов методом прямого секвенирования
Методом ПЦР проводили амплификацию VNTR локусов. Реакцию секвенирования проводили с применением BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applide Biosystems) согласно инструкции производителя, с последующим разделением фрагментов на автоматическом генетическом анализаторе 3730xl DNA Analyzer (Applide Biosystems). Нуклеотидные последовательности были анализированы и объединены в общую последовательность в программном обеспечении SeqMan (DNA Star). 
3 Результаты исследования
3.1 Посев на селективные питательные среды и выделение ДНК из 162 штаммов Bacillus anthracis
В работе были использованы 165 штаммов Bacillus anthracis депонированные в РГП на ПХВ «Казахский научный центр карантинных и зоонозных инфекций имени Масгута Айкимбаева». Штаммы были выделены из 10 областей Казахстана (Рисунок 1). Наибольшее количество штаммов выделено из Восточно-Казахстанской, Западно-Казахстанской и Южно-Казахстанской областей. 
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Рисунок 1 – Географическое распределение изоляции штаммов B. anthracis
Период и источники выделения приведены в таблице 1.
Таблица 1 –  Характеристика исследуемых штаммов

	Период выделения 
	Источники выделения

	Год выделения
	Количество штаммов
	Источник выделения
	Количество штаммов

	1
	2
	3
	4

	1952
	1
	Биологический материал от павшего верблюда
	1

	1959
	1
	
	

	1960
	1
	
	

	1961
	8
	Смыв с весов в торговой точке
	1

	1962
	8
	
	

	1963
	3
	
	


Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3
	4

	1977
	1
	Биологический материал от павшего крупного рогатого скота
	56

	1978
	1
	
	

	1981
	1
	
	

	1997
	11
	Биологический материал от павших лошадей
	3

	1998
	3
	
	

	1999
	1
	
	

	2000
	8
	Биологический материал от мелкого рогатого скота
	18

	2001
	10
	
	

	2002
	4
	Навоз
	3

	2003
	2
	Почва с мест захоронения или  забоя больных животных
	17

	2004
	17
	
	

	2005
	13
	Колбасный цех
	1

	2006
	5
	Клинический материал от больных людей
	65

	2009
	18
	
	

	2010
	5
	
	

	2011
	5
	
	

	2016
	38
	
	


Таким образом, ареал выделения исследуемых штаммов позволит составить карту распределения генотипов практически на всей территории Казахстана. В выборку включены штаммы, предположительно собранные с одной вспышке, включая возможные источники инфицирования (мясо от вынуждено убитых животных, весы в тороговой точке осуществлявшей реализацию зараженной продукции, колбасный цех и др.), что позволит оценить эффективность методов генотипирования в отслеживании путей распространения инфекции. 
Все исследуемые штаммы из криозаморозки прошли освежение на селективных питательных средах и перед выделением ДНК были инактивированы как описано в разделе «материалы и методы». Из всех образов ДНК была выделена с использованием набора «QIAamp DNA Mini Kit».
Количественная и качественная оценка выделенных ДНК проведена методом спектрофотометрии, что все образцы высокой степени очистки на что указывает соотношение длин волн 260/280 в пределах от 1,7 до 1,93. Суммарный выход ДНК составляет не менее 1 мкг. Таким образом, в отчетном периоде была сформирована коллекция ДНК 165 штаммов ДНК Bacillus anthracis, пригодных для молекулярно генетического анализа.

Для исключения контаминации и групповой идентификации образцов ДНК проведен анализ нуклеотидной последовательности 16S rRNA гена. При визуальном просмотре наложение пиков в хроматограммах отсутствовало, что указывает на отсутствие контаминации ДНК различными видами бактерий (рисунок 2). 
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Рисунок 2 – Хроматограмма последовательности 16S rRNA гена
Полученные нуклеотидные последовательности 16S rRNA гена были идентифицированы относительно доступных нуклеотидных последовательностей, депонированных в базах данных Gene Bank (www.ncbi.nih.gov), используя алгоритм BLAST. В результате анализа полученные нуклеотидные последовательности имели максимальную идентичность 99-100% с нуклеотидными последовательностями, входящими в группу Bacillus cereus (B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides и B. anthracis). Высокий консерватизм нуклеотидной последовательности 16S rRNA гена не позволяет проводить видовую идентификацию видов, входящих в группу Bacillus cereus, однако позволяет исключить контаминацию ДНК различными видами бактерий.

Видовая идентификация всех штаммов проводилась мультиплексной ПЦР, в качестве примера на рисунке 3 приведены результаты видовой идентификации 22 штаммов B. anthracis. Анализ позволяет получить предварительную информацию о вирулентности, поскольку отсутствие любой плазмиды снижает патогенность штаммов B. anthracis. 
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1-бенд- pag- ген (pXO1) размером 747 пн, 2-бенд- cар- ген (рХО2), размером 264 пн, 3 бенд Ва813, размером 152 нп. 1-22 образцы ДНК B. anthracis согласно таблице 2; К- отрицательный контроль; М – маркер размером 100 bp
Рисунок 3 – Результаты идентификации штаммов B. anthracis

У всех исследованных штаммов B. anthracis амплифицировались все три гена, что свидетельствует об их вирулентности. Включение rpoB (Ва813) в качестве внутреннего контроля является важным фактором в оценке естественно атенуированных штаммов, в которых отсутствует одна или обе плазмиды, хотя вероятность потери pX02 выше [47]. На основании полученных результатов всех 165 образцов ДНК отнесены к B. anthracis. 
3.2 Проведение MLVA  типирование по 25 VNTR маркерам 50 штаммов Bacillus anthracis 

В отчетном периоде было проведено MLVA типирование 50 штаммов Bacillus anthracis с использованием 25 VNTR маркеров: Bams1, Bams3, Bams5, Bams13, Bams15, Bams21, Bams22, Bams23, Bams24, Bams25, Bams28, Bams30, Bams31, Bams34, Bams44, Bams51, Bams53, CG3, pXO1, pXO2, vrrA, vrrB1, vrrB2, vrrC1 и vrrC2. После амплификации ПЦР продукты были разделены на капиллярном электрофорезе в присутствии размерного стандарта Liz1200, размеры амплифицируемых фрагментов приведены в приложениях Б и В.
В результате для маркера Bams1 получено 4 варианта аллелей: 402,98 (±0,42); 424,08 (±0,76); 445,13 (±0,1); 487,76 (±0,3). Для маркера Bams3 получено 7 вариантов аллелей: 480,42; 516,79 (±0,16); 526,72; 546,2 (±0,18); 561,07 (±0,37); 592,51; 606,5 (±0,64). Для маркера Bams5 получено 2 варианта аллелей: 340,09 (±0,12); 378,5 (±0,21); Для маркера Bams13 получено 3 варианта аллелей: 362,16 (±0,39); 397,36 (±0,19); 452,29 (±0,58). Для маркера Bams15 получено 4 варианта аллелей: 545,12 (±0,04); 572,41; 608,92 (±0,46); 618,19 (±0,07). Для маркера Bams21 получен 1 вариант аллели – 662,26 (±0,57). Для маркера Bams22 получено 3 варианта аллелей: 647,83 (±0,13); 682,03 (±0,22); 717,37 (±0,49). Для маркера Bams23 получено 2 варианта аллелей: 593,85 (±0,22), 634,9 (±0,42). Для маркера Bams24 получен 1 вариант аллели – 597,28 (±0,58). Для маркера Bams25 получено 2 варианта аллелей: 307,44; 393,55 (±0,82). Для маркера Bams25 получено 2 варианта аллелей: 427,75 (±0,15); 498,07 (±0,96). Для маркера Bams30 получено 6 варианта аллелей: 727,8 (±0,08); 782,67 (±0,23); 828,04 (±0,23); 864,85 (±0,96); 892,36 (±0,98); 928,89. Для маркера Bams31 получен 1 вариант аллели – 766,9 (±1,37). Для маркера Bams34 получено 2 варианта аллелей: 417,75 (±0,4); 493,99 (±0,21). Для маркера Bams44 получен 1 вариант аллели – 408,42 (±0,37). Для маркера Bams51 получен 1 вариант аллели – 497,92 (±0,81). Для маркера Bams53 получен 1 вариант аллели – 231,63 (±1,1). Для маркера GS3 получено 2 варианта аллелей: 148,56 (±0,3); 153,6 (±0,35). Для маркера pXO1 получено 4 варианта аллелей: 123,44 (±0,35); 126,19 (±0,41); 129,17 (±0,24); 134,6 (±1,3). Для маркера pXO1 получено 4 варианта аллелей: 123,44 (±0,35); 126,19 (±0,41); 129,17 (±0,24); 134,6 (±1,3). Для маркера pXO2 получено 4 варианта аллелей: 133,26 (±0,32); 135,24 (±0,03); 137,23. Для маркера vrrA получено 2 варианта аллелей: 307,33 (±0,35); 319,61 (±0,16). Для маркера vrrB1 получено 2 варианта аллелей: 223,68 (±1,94); 249,95 (±0,2). Для маркера vrrB2 получен 1 вариант аллели – 154,99 (±0,19). Для маркера vrrС1 получено 3 варианта аллелей: 525,91 (±0,25); 569,38 (±0,37); 605,11 (±0,91). Для маркера vrrС2 получен 1 вариант аллели – 594,49 (±0,38).
На основании полученных результатов было установлено, что 8 VNTR (Bams21, Bams24; Bams31; Bams51; Bams53; vrrB2 и vrrС2) маркеров инвариантны в исследуемой выборке из 50 штаммов. Для остальных маркеров получено от 2 до 7 вариантов аллелей. Самое большое отклонение между получаемыми значениями аллелей наблюдалась в vrrB1 ±1,94. При этом было отмечено, что гомогенность результатов выше на одном запуске, если сравнивать результаты с разных запусков прибора отмечается увеличение вариабельности значений одних и тех же аллелей. Это объясняется деградацией полимера на приборе. В связи с этим необходимо в каждом запуске использовать референтные штаммы с известными аллелями и по ним проводить нормализацию значений аллелей. 
3.3 Определение нуклеотидной последовательности аллелей 25 VNTR маркеров для верификации данных получаемых при капиллярном электрофорезе
Капиллярное разделение обладает преимуществами при проведении MLVA типирования в сравнении с электрофорезом в агарозном или полиакриламидных гелях. К преимуществам можно отнести, высокую разрешающую способность до одного нуклеотида и возможность анализа нескольких локусов за счет мечения локусов разными флуоресцентными красителями  [48]. Несмотря на высокую воспроизводимость получаемых результатов при капиллярном электрофорезе, нередко получаемый размер ПЦР продуктов отличается от фактических значений. Это возможно связано с типами приборов, характеристикой используемого полимера, разницей в движении размерного стандарта и ПЦР продуктов, отличием в движении ПЦР продуктов из-за конформаций. Обычно размер на всех аллелях изменяется на постоянное значение, но в некоторых случаях смещение увеличивается с увеличением размера аллели [49]. Кроме того, деградация полимера в приборе может приводить к незначительному искажению результатов. Определение нуклеотидной последовательности аллелей 25 VNTR маркеров позволит верифицировать данные получаемых при капиллярном электрофорезе, а также позволит определить штаммы с известными аллелями, которые могут быть использованы для нормализации результатов при каждом запуске прибора. 
Для амплификации 25 VNTR подобраны праймеры приведенные в таблице 2.
Таблица 2 – Нуклеотидная последовательность праймеров для верификации размеров
	Название праймера
	Последовательность праймера 5'-3'
	Название праймера
	Последовательность праймера 5'-3'

	1
	2
	3
	4

	СG3-seq_F
	ctaaaagactatagtacatttgat
	vrrA_R
	gcgcgtttcgtttgattcatac

	СG3-seq_R
	tatttcttgacttaatgccaat
	Ceb-Bams25_F
	ccgaatacgtaagaaataaatccac

	Bams44_F
	gcgaattaattgctcctcaaat
	Ceb-Bams25_R
	tgaaagatcttgaaaaacaagcatt

	Bams44_R
	gcacttgaatatttggcggtat
	Ceb-Bams21_F
	tgtagtgccagatttgtcttctgta

	Ceb-Bams3_R
	tcctccctgagaactgctatcacctttaac
	Ceb-Bams21_R
	caaattttgagatgggagttttact

	Ceb-Bams3_F
	gcagcaacagaaaacttctctccaataaca
	Ceb-Bams34_R
	tgtgctaaatcatcttgcttgg

	vrrB2-seq_R
	ccacaacttcgtgctgaaatc
	Ceb-Bams34_F
	cagcaaaatcaatcgaatcaaa

	vrrB2_F
	cacaggctattctttatcaaactcatc
	Ceb-Bams24_F
	cttctacttccgtacttgaaattgg

	Ceb-Bams5_R
	attattagcaggggcctctcctgcattacc
	Ceb-Bams24_R
	cgtcacgtaccatttaatgttgtta

	Ceb-Bams5_F
	gcaggaagaacaaaagaaactagaagagca
	Ceb-Bams51_R
	tgcatctaacaatgcagaacaa

	Bams15_F
	gtatttcccccagatacagtaatcc
	Ceb-Bams51_F
	atttcctgaagcaggttgtgtt

	Bams15_R
	gtgtacatgttgattcatgctgttt
	Ceb-Bams22_R
	accgttaattcacgtttagcaga

	Ceb-Bams1_F
	gttgagcatgagaggtaccttgtccttttt
	Ceb-Bams22_F
	atcaaaaattcttggcagactga

	Ceb-Bams1_R
	agttcaagcgccagaaggttatgagttatc
	Ceb-Bams23_F
	cggtctgtctctattattcagtggt

	vrrC1_F
	gaagcaagaaagtgatgtagtggac
	Ceb-Bams23_R
	cctgttgctcctagtgatttcttac


Продолжение таблицы 2

	1
	2
	3
	4

	vrrC1_R
	catttcctcaagtgctacaggttc
	pX01-seq-F
	aaatatacagccacttgatag

	vrrB1-seq_F
	ctgctgctccactaatacta
	pX01-seq-R
	acatgctgtggatgattat

	vrrB1-seq_R
	agggttttcaacatcagta
	pX02-seq-F
	cataaatctgtcgccagtta

	Bams28_F
	ctctgttgtaacaaaatttccgtct
	pX02-seq-R
	tgtaccgctgcaataaatgt

	Bams28_R
	tattaaaccaggcgttacttacagc
	seqbams30_r
	ctactagttatagaaacggcaaa

	Bams53_F
	gaggtgtgttaggtgggcttac
	seqBams30-F
	gcatctgaatttgaacaggt

	Bams53_R
	catattttcaccttaattttggaag
	seqBams13_f
	ggagttgtcgtaatttgcgta

	Bams31_R
	ggagtactgtttgttgaatgttgttt
	seqBams13_R
	taattcaaatgtccgtgtcat

	Bams31_F
	gctgtatttatcgagcttcaaaatct
	Ba-vrrC2-F
	ccagaagaagtggaacctgtagcac

	vrrA_F
	cacaactaccaccgatggcaca
	Ba-vrrC2-R
	gtctttccattaatcgcgctctatc


Для определения нуклеотидной последовательности использовали все варианты аллелей, которые были определены в п.п. 3.2. Методом ПЦР была проведена амплификация целевых фрагментов 25 VNTR маркеров. В качестве примера на рисунке 3 приведен верифицированный профиль 8 VNTR фрагментов.  
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Рисунок 4 – Электрофореграмма ПЦР при верификации аллелей

Определение прямой нуклеотидной последовательности позволило верифицировать результаты капиллярного электрофореза (таблица 3).

Таблица -3. Результаты верификации аллелей
	VNTR маркер
	Размер в капиллярном электрофорезе, п.н.
	Размер прямого секвенирования, п.н.
	Верифицированный аллель

	1
	2
	3
	4


Продолжение таблицы 3
	1
	2
	3
	4

	Bams1
	403,72
	401
	12

	Bams1
	423,97
	422
	13

	Bams13
	362,49
	364
	20

	Bams13
	452,35
	454
	30

	Bams15
	545,07
	544
	35

	Bams15
	608,64
	607
	42

	Bams15
	618,13
	616
	43

	Bams21
	662,16
	676
	10

	Bams22
	647,96
	663
	14

	Bams22
	717,51
	735
	16

	Bams23
	553,27
	567
	9

	Bams23
	635,12
	651
	11

	Bams24
	597,2
	595
	11

	Bams25
	393,39
	391
	13

	Bams28
	498,8
	493
	14

	Bams3
	516,77
	519
	24

	Bams3
	606,95
	609
	30

	Bams30
	782,79
	781
	63

	Bams30
	827,82
	824
	68

	Bams31
	766,64
	772
	64

	Bams34
	417,26
	425
	9

	Bams44
	408,4
	417
	8

	Bams5
	340,09
	346
	6

	Bams5
	378,38
	385
	7

	Bams51
	497,77
	493
	9

	Bams53
	231,53
	236
	8

	PX01
	123,13
	129
	8

	PX01
	126,01
	132
	9

	PX01
	133,09
	135
	10

	PX01
	135,01
	141
	12

	PX02
	133,27
	137
	7

	PX02
	135,23
	139
	8


Продолжение таблицы 3

	1
	2
	3
	4

	Vrra
	307,29
	314
	4

	Vrra
	319,44
	326
	5

	VrrB1
	224,25
	229
	20

	VrrB2
	154,9
	162
	14

	VrrC1
	525,83
	535
	48

	VrrC1
	606,03
	616
	57

	VrrC2
	594,5
	604
	21

	CG3
	148,4
	153
	1

	CG3
	153,61
	158
	2


Верификация данных прямым секвенированием на первом этапе внедрения процедуры MLVA типирования является важным шагом. В последующем создание типовых штаммов (образцов ДНК) позволит корректировать значения без прямого секвенирования. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Возбудитель сибирской язвы Bacillus anthracis относится к особо опасным патогенам, которые потенциально могут быть использованы в биотероризме. Молекулярно-генетическая «дактилоскопия» важна для эпидемиологического мониторинга на локальном и глобальном уровнях. На локальном уровне генотипирование позволяет проследить источник и пути распространения инфекции. На глобальном - позволяет дифференцировать естественную вспышку от искусственно созданной вспышки в результате злого умысла, позволяет прослеживать эволюционные изменения. Только изучив циркулирующие штаммы, можно делать какие-либо выводы. Международные базы данных содержащие информацию по циркулирующим генотипам способствуют развитью глобального мониторинга за патогенами и позволяют отслеживать эволюционные изменения. В нашей республике данные методы только начинают внедряться только в отдельных лабораториях главным образом при проведение научно исследовательских работ.
В рамках данного проекта за отчетный период проведены научно-исследовательские работы, направленные на создание выборки ДНК штаммов B. anthracis циркулирующих на территории РК, MLVA типирование 50 штаммов по 25 VNTR маркерам и секвенирование отличающихся аллелей с целью верификации результатов.  

Проведен посев на селективные питательные среды 165 коллекционных штаммов Bacillus anthracis, штаммы выделялись на территории 10 областей Казахстана с 1952 по 2016 годы; 
Из инактивированной биомассы 165 штаммов Bacillus anthracis была выделена ДНК, суммарный выход составил не менее 1 мкг; 
Проведено MLVA  типирование по 25 VNTR маркерам 50 штаммов Bacillus anthracis для верификации данных получаемых при капиллярном электрофорезе, 8 VNTR (Bams21, Bams24; Bams31; Bams51; Bams53; vrrB2 и vrrС2) маркеров инвариантны в исследуемой выборке из 50 штаммов, в остальных маркерах получено от 2 до 7 вариантов аллелей; 
Для верификации данных получаемых при капиллярном электрофорезе определена нуклеотидная последовательности вариабельных аллелей 25 VNTR маркеров;
Все работы проводились согласно календарному плану и выполнены в полном объеме; 

Реализуемый проект по выборке образцов ДНК и используемым методологическим подходам и соответствует уровню ведущих научных лабораторий. 

Результаты, полученные в ходе выполнения проекта могут быть использованы в эпидемиологии при расследовании вспышек инфекции, а также проследить источник и пути распространения инфекции. Результаты позволят выявлять связь между штаммами, выделенными от животных и человека, инфицированных на одной и той же территории. Публикации на первом этапе выполнения проекта не планировались, так как были нацелены на сбор информативной коллекции ДНК. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Таблица Б1 – Размеры амплифицируемых фрагментов 12 VNTR маркеров (Bams1-Bams30)

	Наименование образа
	Наименование VNTR маркеров

	
	Bams1
	Bams3
	Bams5
	Bams13
	Bams15
	Bams21
	Bams22
	Bams23
	Bams24
	Bams25
	Bams28
	Bams30

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	2_B.an_17
	423.92
	516.81
	378.56
	452.41
	608.86
	662.63
	717.51
	635.01
	597.77
	393.85
	497.58
	892.03

	3_B.an_17
	424.05
	516.66
	378.56
	452.35
	608.88
	662.55
	717.55
	634.96
	597.7
	393.83
	497.67
	891.93

	4_B.an_17
	424.05
	516.84
	378.48
	451.31
	608.93
	662.4
	717.56
	634.91
	597.71
	393.85
	497.72
	893.46

	5_B.an_17
	423.99
	606.57
	378.44
	452.72
	608.96
	662.14
	717.61
	635.05
	597.03
	307.44
	498.09
	891.01

	6_B.an_17
	423.97
	606.19
	340.05
	361.74
	618.26
	662.12
	717.5
	634.92
	596.94
	393.5
	498.1
	828.08

	7_B.an_17
	423.99
	606.36
	378.57
	452.31
	545.09
	662.12
	647.95
	634.93
	597.08
	393.55
	497.63
	892.93

	8_B.an_17
	424.08
	606.25
	378.39
	452.27
	545.16
	662.11
	647.81
	634.82
	596.87
	393.44
	498.67
	892.87

	9_B.an_17
	402.56
	606.41
	378.65
	452.35
	608.88
	662.68
	717.23
	634.73
	597.84
	393.85
	498.57
	864.8

	10_B.an_17
	423.98
	606.37
	378.6
	452.29
	608.89
	662.19
	717.42
	634.88
	597.08
	393.39
	497.67
	782.82

	11_B.an_17
	423.96
	606.43
	340.19
	362.54
	618.17
	662.73
	717.42
	634.95
	597.68
	393.78
	497.68
	828.01

	12_B.an_17
	423.98
	606.39
	378.61
	452.84
	609.0
	662.64
	717.86
	635.32
	597.75
	393.73
	498.04
	866.05

	14_B.an_17
	423.96
	606.58
	378.61
	452.35
	608.94
	662.63
	717.34
	634.9
	597.8
	393.74
	497.73
	864.75

	15_B.an_17
	424.07
	480.42
	378.6
	452.35
	608.97
	662.62
	717.2
	634.81
	597.8
	393.55
	498.62
	928.9

	16_B.an_17
	423.95
	606.44
	378.57
	452.81
	608.88
	662.57
	717.15
	634.6
	597.82
	393.78
	499.03
	928.89

	17_B.an_17
	402.61
	606.52
	378.42
	452.25
	608.85
	662.08
	717.18
	634.72
	596.86
	393.39
	498.48
	864.72

	18_B.an_17
	402.66
	606.48
	378.51
	452.26
	608.81
	662.76
	717.38
	634.99
	597.86
	393.74
	498.52
	864.71

	19_B.an_17
	423.97
	516.69
	378.51
	452.27
	608.96
	662.8
	717.37
	634.87
	597.83
	393.77
	497.62
	891.94


Продолжение таблицы Б 1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	20_B.an_17
	487.82
	546.12
	378.39
	452.33
	572.41
	662.76
	717.4
	634.95
	597.77
	393.74
	497.71
	727.72

	22_B.an_17
	424.41
	526.72
	378.68
	452.87
	609.36
	662.71
	647.87
	634.83
	597.75
	393.81
	498.12
	893.18

	23_B.an_17
	423.99
	606.31
	378.47
	452.32
	608.88
	662.13
	647.73
	634.81
	596.99
	393.43
	498.66
	893.21

	28_B.an_17
	487.76
	546.4
	378.6
	452.28
	608.87
	662.51
	717.43
	634.85
	596.92
	393.39
	497.62
	727.88

	29_B.an_17
	403.01
	607.15
	378.67
	451.8
	609.36
	662.09
	717.26
	634.82
	597.06
	393.39
	498.06
	864.64

	30_B.an_17
	424.43
	592.51
	378.71
	452.29
	609.38
	662.02
	717.24
	634.75
	597.13
	393.47
	498.11
	828.48

	31_B.an_17
	423.98
	606.44
	378.56
	452.33
	608.8
	662.83
	717.16
	634.65
	597.83
	393.72
	498.57
	893.39

	32_B.an_17
	423.9
	606.63
	378.52
	452.22
	608.8
	661.98
	716.94
	634.61
	596.94
	393.5
	497.73
	892.91

	47_B.an_17
	445.21
	561.44
	378.56
	397.54
	608.91
	662.09
	682.25
	594.07
	597.04
	393.79
	427.75
	782.26

	48_B.an_17
	445.15
	561.28
	378.51
	397.55
	608.86
	662.12
	682.19
	593.96
	596.99
	393.91
	427.87
	782.29

	49_B.an_17
	445.03
	560.50
	377.33
	396.98
	608.83
	661.55
	681.65
	593.51
	596.32
	392.43
	427.55
	782.9

	1_B.an_18
	403.72
	606.27
	378.56
	452.33
	608.93
	662.16
	717.35
	634.99
	597.17
	394.37
	498.76
	864.77

	2_B.an_18
	403.64
	606.59
	378.46
	452.33
	608.89
	662.17
	717.51
	635.07
	597.21
	393.45
	498.8
	864.86

	3_B.an_18
	424.12
	516.77
	378.51
	452.28
	608.95
	662.16
	717.4
	635.12
	597.21
	393.4
	497.75
	891.69

	4_B.an_18
	424.21
	516.82
	378.47
	451.28
	608.64
	662.17
	717.51
	635.1
	597.21
	393.39
	497.84
	892.0

	5_B.an_18
	424.06
	606.61
	378.34
	452.34
	608.89
	662.02
	717.48
	635.0
	597.16
	393.49
	497.8
	864.85

	6_B.an_18
	424.04
	606.39
	378.38
	452.27
	608.88
	662.06
	717.48
	635.03
	597.16
	393.4
	497.72
	864.77

	7_B.an_18
	424.06
	606.71
	378.48
	452.3
	608.92
	662.08
	717.38
	634.92
	597.17
	393.48
	497.76
	891.89

	8_B.an_18
	424.07
	606.23
	378.4
	452.28
	608.96
	661.99
	717.28
	634.9
	597.05
	393.47
	498.77
	782.64

	9_B.an_18
	424.07
	606.38
	378.55
	452.2
	608.86
	662.06
	717.3
	634.82
	597.23
	393.41
	497.83
	782.61


Продолжение таблицы Б 1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	10_B.an_18
	424.17
	516.95
	378.54
	362.55
	608.81
	662.2
	717.43
	634.99
	597.16
	393.44
	498.76
	891.89

	11_B.an_18
	424.07
	606.53
	340.09
	361.47
	618.19
	662.22
	717.49
	635.04
	597.21
	393.41
	497.7
	827.82

	12_B.an_18
	424.13
	516.79
	378.5
	452.3
	608.96
	662.22
	717.42
	635.05
	597.2
	393.47
	497.84
	891.94

	13_B.an_18
	424.01
	606.46
	378.47
	452.28
	545.15
	662.11
	647.96
	635.0
	597.16
	393.45
	497.8
	891.87

	14_B.an_18
	424.11
	606.34
	378.56
	452.28
	608.9
	662.12
	717.35
	634.97
	597.17
	393.44
	497.76
	864.83

	15_B.an_18
	424.84
	606.5
	378.54
	452.24
	608.88
	662.1
	717.31
	634.96
	597.18
	393.45
	498.72
	782.82

	16_B.an_18
	424.13
	606.13
	378.48
	452.27
	608.95
	662.04
	717.17
	634.74
	597.14
	393.42
	498.67
	782.81

	17_B.an_18
	424.03
	606.95
	378.58
	452.32
	545.07
	662.04
	647.67
	634.86
	597.18
	393.47
	497.72
	886.02

	18_B.an_18
	424.06
	606.81
	378.57
	452.35
	608.91
	662.17
	717.22
	634.88
	597.16
	393.53
	497.75
	782.79

	19_B.an_18
	402.71
	606.66
	378.54
	452.3
	608.92
	662.17
	717.35
	634.63
	597.21
	393.46
	498.17
	864.68

	20_B.an_18
	424.01
	606.78
	378.52
	452.34
	608.84
	662.16
	717.28
	634.76
	597.14
	393.4
	497.75
	782.77

	21_B.an_18
	424.03
	606.76
	340.09
	362.49
	618.13
	662.16
	717.3
	634.61
	597.12
	393.48
	497.71
	827.81

	22_B.an_18
	424.07
	606.63
	378.52
	452.33
	608.94
	662.11
	717.33
	634.95
	597.11
	393.36
	497.76
	864.77


ПРИЛОЖЕНИЕ В 

Таблица В1 – Размеры амплифицируемых фрагментов 13 VNTR маркеров (Bams31-Bams53, CG3, pXO1, pXO2, vrrA, vrrB1, vrrB2, vrrC1 и vrrC2)

	Наименование образа
	Наименование VNTR маркеров

	
	Bams31
	Bams34
	Bams44
	Bams51
	Bams53
	GS3
	pXO1
	pXO2
	vrrA
	vrrB1
	vrrB2
	vrrC1
	vrrC2

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14

	2_B.an_17
	766.69
	417.41
	408.43
	497.75
	231.55
	148.52
	126.09
	133.23
	307.51
	223.65
	154.98
	605.02
	594.54

	3_B.an_17
	766.77
	417.43
	408.4
	497.7
	231.53
	148.56
	126.05
	133.26
	307.49
	223.57
	155.04
	605.0
	594.57

	4_B.an_17
	766.74
	417.26
	408.3
	497.72
	231.62
	148.51
	126.07
	133.28
	307.45
	223.68
	154.99
	604.84
	594.56

	5_B.an_17
	767.68
	417.1
	408.27
	497.7
	231.72
	148.55
	129.02
	133.23
	307.32
	223.82
	155.0
	604.84
	594.67

	6_B.an_17
	767.91
	417.1
	408.36
	497.79
	231.76
	153.57
	123.12
	133.26
	307.35
	223.83
	154.95
	525.67
	594.75

	7_B.an_17
	766.73
	417.02
	408.36
	497.63
	231.51
	153.59
	129.06
	133.24
	319.68
	223.62
	155.02
	604.97
	594.47

	8_B.an_17
	766.63
	417.02
	408.27
	497.68
	231.53
	153.62
	130.03
	133.27
	319.68
	223.64
	155.0
	604.86
	594.4

	9_B.an_17
	766.62
	417.44
	408.45
	498.55
	231.56
	148.5
	135.95
	133.25
	307.69
	223.61
	154.97
	605.2
	594.46

	10_B.an_17
	766.54
	417.1
	408.53
	498.64
	231.57
	148.58
	130.03
	135.27
	307.25
	223.68
	155.03
	605.27
	594.42

	11_B.an_17
	766.72
	417.48
	408.52
	497.68
	231.57
	153.59
	123.13
	133.26
	307.55
	223.68
	155.04
	525.83
	594.55

	12_B.an_17
	767.87
	417.46
	408.48
	498.16
	231.76
	148.55
	129.54
	133.59
	307.56
	223.84
	155.02
	605.18
	594.87

	14_B.an_17
	766.79
	417.07
	408.46
	498.69
	231.58
	148.56
	129.07
	133.29
	307.33
	223.66
	154.99
	605.13
	594.49

	15_B.an_17
	766.7
	417.1
	408.42
	498.7
	231.61
	148.55
	124.14
	133.29
	307.33
	223.61
	154.99
	605.18
	594.51

	16_B.an_17
	767.89
	417.05
	408.41
	498.65
	231.76
	148.56
	124.04
	133.26
	307.31
	223.83
	155.02
	605.05
	594.83

	17_B.an_2017
	766.69
	417.48
	408.43
	497.64
	231.48
	148.52
	134.94
	133.28
	307.55
	223.6
	154.98
	604.97
	594.52

	18_B.an_2017
	766.7
	417.53
	408.38
	497.68
	231.57
	148.5
	126.13
	133.3
	307.57
	223.64
	154.99
	605.04
	594.55


Продолжение таблицы В 1

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14

	19_B.an_2017
	766.61
	417.5
	408.28
	497.6
	231.59
	148.52
	126.04
	137.23
	307.57
	223.63
	154.94
	569.51
	594.83

	20_B.an_2017
	768.28
	417.46
	408.74
	498.15
	231.8
	153.95
	129.58
	133.23
	319.77
	223.89
	155.16
	605.35
	594.87

	22_B.an_2017
	767.91
	416.97
	408.37
	498.73
	231.49
	153.59
	129.04
	133.24
	319.57
	223.62
	154.97
	604.75
	594.45

	23_B.an_2017
	768.15
	417.0
	408.49
	497.62
	231.5
	148.52
	127.05
	135.23
	307.28
	223.61
	154.98
	605.12
	594.56

	28_B.an_2017
	766.69
	493.78
	408.44
	497.62
	231.52
	153.57
	123.09
	135.22
	307.29
	223.67
	154.97
	569.8
	594.53

	29_B.an_17
	766.71
	417.02
	408.79
	497.53
	231.79
	148.84
	134.98
	133.23
	307.28
	223.6
	155.14
	605.46
	594.45

	30_B.an_17
	768.04
	417.05
	408.75
	497.61
	231.76
	148.86
	123.14
	133.25
	307,25
	223.61
	155.18
	605.37
	594.53

	31_B.an_17
	767.98
	417.5
	408.42
	498.69
	231.56
	148.54
	124.09
	133.26
	307.55
	223.61
	154.96
	605.01
	594.44

	32_B.an_17
	767.9
	416.95
	408.39
	497.59
	231.63
	148.51
	127.04
	133.16
	307.29
	223.65
	154.97
	605.0
	594.38

	47_B.an_17
	766.69
	417.53
	408.43
	498.15
	249.85
	153.62
	126.12
	133.25
	307.29
	250.1
	155.02
	569.26
	594.87

	48_B.an_17
	766.65
	417.52
	408.35
	498.73
	249.8
	153.61
	126.11
	133.23
	307.26
	250.0
	155.04
	569.32
	594.51

	49_B.an_17
	766.44
	494.2
	408.13
	497.62
	239.29
	153.39
	125.78
	133.82
	307.26
	249.75
	154.84
	569.01
	594.51

	1_B.an_18
	766.58
	416.97
	408.47
	497.83
	231.56
	148.55
	134.96
	133.2
	307.27
	223.56
	154.99
	606.03
	594.43

	2_B.an_18
	766.7
	417.02
	408.47
	497.86
	231.51
	148.51
	134.99
	133.23
	307.29
	223.55
	154.93
	605.88
	594.51

	3_B.an_18
	766.74
	416.97
	408.41
	497.89
	231.58
	148.58
	126.12
	133.31
	307.26
	223.61
	155.0
	605.04
	594.53

	4_B.an_18
	766.64
	417.0
	408.25
	497.85
	232.74
	148.52
	126.04
	133.25
	307.25
	224.25
	154.93
	604.75
	594.5

	5_B.an_18
	766.69
	417.0
	408.23
	497.77
	231.53
	148.54
	129.06
	133.25
	307.28
	223.54
	154.9
	604.81
	594.52

	6_B.an_18
	766.64
	417.0
	408.38
	497.87
	231.57
	148.56
	129.06
	133.23
	307.28
	223.58
	154.94
	604.92
	594.42

	7_B.an_18
	766.63
	416.97
	408.38
	497.8
	231.52
	148.57
	133.1
	133.24
	307.23
	223.53
	154.96
	604.9
	594.39

	8_B.an_18
	766.37
	416.95
	408.39
	497.84
	231.51
	148.57
	128.98
	135.23
	307.22
	223.55
	154.96
	604.94
	594.19


Продолжение таблицы В 1

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14

	9_B.an_18
	766.34
	416.95
	408.48
	497.76
	231.63
	148.57
	128.99
	135.23
	307.25
	223.61
	155.02
	605.13
	594.45

	10_B.an_18
	766.73
	416.97
	408.16
	497.84
	231.61
	148.54
	126.04
	133.25
	307.28
	223.6
	154.96
	526.33
	594.5

	11_B.an_18
	766.69
	417.07
	408.4
	497.79
	231.48
	153.57
	123.13
	133.27
	307.27
	223.53
	154.95
	525.83
	594.51

	12_B.an_18
	766.79
	417.02
	408.4
	497.78
	231.52
	148.49
	126.01
	133.24
	307.23
	223.58
	154.91
	605.23
	594.51

	13_B.an_18
	766.67
	417.05
	408.42
	497.83
	231.59
	153.61
	128.95
	133.24
	319.44
	223.61
	154.99
	605.06
	594.56

	14_B.an_18
	766.65
	417.0
	408.4
	497.79
	231.52
	148.58
	128.96
	133.23
	307.25
	223.58
	155.0
	605.09
	594.54

	15_B.an_18
	766.44
	416.97
	408.23
	497.79
	231.61
	148.5
	133.09
	133.24
	307.25
	223.58
	154.91
	605.04
	594.36

	16_B.an_18
	766.41
	416.88
	408.35
	497.76
	231.54
	148.6
	129.01
	135.25
	307.2
	223.56
	154.95
	604.98
	594.31

	17_B.an_18
	766.63
	416.95
	408.46
	497.79
	231.55
	153.59
	128.93
	133.16
	319.54
	223.54
	154.97
	605.19
	594.48

	18_B.an_18
	766.5
	416.95
	408.49
	497.8
	231.63
	148.56
	129.0
	135.27
	307.27
	223.61
	154.99
	605.33
	594.34

	19_B.an_18
	766.69
	417.0
	408.53
	497.81
	230.98
	148.54
	135.0
	133.27
	307.27
	225.63
	154.99
	605.25
	594.58

	20_B.an_18
	766.53
	417.05
	408.49
	497.84
	231.57
	148.56
	128.97
	135.25
	307.28
	223.6
	155.03
	605.21
	594.48

	21_B.an_18
	766.72
	417.0
	408.47
	497.76
	231.61
	153.59
	123.16
	133.27
	307.25
	223.53
	155.04
	525.92
	594.57

	22_B.an_18
	766.7
	417.0
	408.52
	497.85
	231.57
	148.56
	128.99
	133.22
	307.25
	223.55
	154.99
	605.27
	594.47
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