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ТҰЖЫРЫМ

Есеп 47 б., 9 сурет, 2 кесте, 42 әдебиет көзі, 6 қосымша.

BACILLUS ANTHRACIS, FRANCISELLA TULARIENSIS,  MLVA  ТИПИРЛЕУ, ГЕНОТИПИРЛЕУ, ТОЛЫҚГЕНОМДЫ СЕКВЕНИРЛЕУ.
Зерттеу нысандары ретіне B. anthracis.ДНҚ сынамалары алынды.
Кезең мақсаты – Bacillus anthracis штаммдарын MLVA типтеу және алынған нәтижелерді талдау; B.anthracis штаммдарын іріктеу және толық геномды секвенирлеу; Francisella tularensis 50штаммдарының бактериялық массасын жинақтау.

Алға қойылған мақсат пен одан туындаған міндеттер микробиологиялық, молекулалы - генетикалық және ақпараттық әдістер арқылы жүзеге асырылды.

Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде: 31 VNTR маркер бойынша Bacillus anthracis 112 штаммдарын MLVA типтеу жүргізілді. Bacillus anthracis штамдарын MLVA типтеу нәтижелеріне талдау жүргізілді. Нәтижесінде генетикалық әртүрлілік анықталды, кластерлік талдау жүргізілді, минималды аралдық ағаш салынды және Қазақстанда Bacillus anthracis генотиптерінің географиялық бөлінуі анықталды. Әртүрлі кластерлерден Bacillus anthracis 32 штамдары іріктеліп алынды және олардың толық геномдық секвенирленуі жүргізілді. Толық геномдық секвенирлеудің бастапқы деректерін талдау жоғары оқу сапасын көрсетеді. Селективті қоректік орталарға Francisella tularensis 50 коллекциялық штаммдарын егу жүргізілді. Осы штаммдардың бактериялық массасы жинақталды, жасушалардың инактивациясы мен лизисі жүргізілді. Нөлдік емес импакт-факторы бар рецензияланатын журналда мақала жарияланды.

Нәтижелердің жаңашылдығы: 159 B. anthracis штаммдарының генотиптері алынды, генотиптердің географиялық бөлінуі анықталды, 32 B.anthracis штаммдарының толық геномдық деректері алынды

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 47 с., 9 рис., 2 табл., 42 источник, 6 прил.
BACILLUS ANTHRACIS, FRANCISELLA TULARIENSIS,  MLVA  ТИПИРОВАНИЕ, ГЕНОТИПИРОВАНИЕ, ПОЛНОГЕНОМНОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ

Объектами исследования являлись образцы ДНК B. anthracis.

Цель этапа – MLVA типирование штаммов Bacillus anthracis и анализ полученных результатов; отбор и полногеномное секвенирование штаммов B. anthracis; накопление бактериальной массы 50 штаммов Francisella tularensis.

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

В результате проведенных исследований: Проведено MLVA типирование 112 штаммов Bacillus anthracis по 31 VNTR маркеру. Проведен анализ результатов MLVA типирования штаммов Bacillus anthracis. В результате определено генетическое разнообразие, проведен кластерный анализ, построено минимальное островное дерево и определено географическое  распределение генотипов Bacillus anthracis в Казахстане. Отобраны 32 штамма Bacillus anthracis из разных кластеров и проведено их полногеномное секвенирование. Анализ сырых данных полногеномного секвенирования указывает на высокое качество прочтений. Проведен посев на селективные питательные среды 50 коллекционных штаммов Francisella tularensis. Накоплена бактериальная масса данных штаммов, проведена инактивация и лизис клеток. Опубликована статья в рецензируемом журнале с ненулевым импакт-фактором. 

Новизна результатов: получены генотипы 159 штаммов B. anthracis, установлено географическое распределение генотипов, получены полногеномные данные 32 штаммов B. anthracis.  
Результаты MLVA типирования позволили 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
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. 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].
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 [7]. 
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 [8]. Дискриминационная способность MLVA-8 ограничена и не позволяет проводить полноценный эпидемиологический мониторинг и тем более дифференцировать вспышку по происхождению [9]. В последнее десятилетие схема генотипирования B. anthracis на основе VNTR повторов неоднократно совершенствовалась, постоянно увеличивая дискриминационную способность [10,11].

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 [12]. Анализ SNP полученных с полногеномных данных позволяет надежно выстраивать филогению и определять точное географическое расположение штаммов [13]. Кроме того, полногеномное секвенирование позволяет отойти от канонических устоев по историческому распространению возбудителя сибирской язвы в мире [14].
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 2019 год: MLVA типировани штаммов Bacillus anthracis и аналитз полученных результатов, отбор и полногеномное секвенирование 25 штаммов B. anthracis; накопление бактериальной массы 50 штаммов Francisella tularensis.
Содержание исследований на 2019 год согласно календарному плану на 2019 год (Приложение А):
1 Проведение MLVA  типирования по 25 VNTR маркерам 112 штаммов Bacillus anthracis и верификация полученных результатов для всех анализируемых штаммов;
2 Анализ результатов MLVA типирования штаммов Bacillus anthracis;

3 Отбор штаммов Bacillus anthracis из разных кластеров и их полногеномное секвенирование;


4 Посев на селективные питательные среды коллекционных штаммов Francisella tularensis. Публикация статьи в отечественный журнал с ненулевым импакт фактором.
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 патогенами 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

Bacillus anthracis возбудитель особо опасного заболевания – сибирская язва. Из-за высокой патогенности, уровня смертности и возможности длительного сохранения в окружающей среде B. anthracis имеет высокое влияние на здравоохранение и сельское хозяйство.

B. anthracis входит в группу Bacillus cereus вместе с B. cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis и B. cytotoxicus. Данная группа принадлежит роду Bacillus, семейству Bacillaceae и типу Firmicutes [15]. Данные виды бактерий имеют большое значение в медицине и сельском хозяйстве. B. thuringiensis – патогенен для насекомых и длительное время применяется в качестве инсектицида [16]. B. cereus широко распространён в природе, является оппортунистическим патогеном, вызывает пищевые отравления, а также способен продуцировать ценные ферменты и метаболиты [17, 18]. Отдельные штаммы B. mycoides и B. pseudomycoides имеют потенциал использования в деградации токсических соединений, биосинтезе нано частиц и антимикробных препаратов [19, 20, 21]. Из всей группы B. cereus наибольшее медицинское и сельскохозяйственное значение имеет B. anthracis, возбудитель сибирской язвы, особо опасного инфекционного заболевания.

Несмотря на отличие по фенотипическим признакам, предпочтению хозяевам и патогенности, группа B. cereus генетически однородна и трудно идентифицируема по классическим таксономическим критериям - гибридизации ДНК/ДНК и нуклеотидной последовательности 16S rRNA. Основные факторы патогенности и предпочтения определенных хозяев, кодируются небольшими участками генома, которые расположены на мобильных элементах и были приобретены горизонтальным переносом. Факторы патогенности B. anthracis кодированы плазмидами рХО1 и рХО2, могут передаваться горизонтально другим видам группы B. cereus [22].  

Высокий уровень патогености, летальности, тяжести течения, спорообразование с длительным сохранением вирулентных свойств в окружающей среде, а также возможность использования спор B. anthracis в биотерроризме увеличили потребность в постоянном эпидемиологическом контроле с применением высоко дискриминационных молекулярно-генетических методов [23]. Первые попытки генотипирования были затруднены, из-за генетической гомогенности вида и высокой клональной эволюции [24, 25]. Тем не менее они позволили выявить более вариабельные маркеры - variable-number tandem repeat (VNTR). Первоначальная схема multiple-locus VNTR analysis (MLVA) включала 8 локусов (MLVA8) 6 из которых хромосомные (vrrA, vrrB1, vrrB2, vrrC1, vrrC2 и CG3) и два плазмидных маркера (pXO1 и pXO2). На тот период данная схема генотипирования обладала самой большой дискриминацией, но тем не менее не позволяла проводить полноценный эпидемиологический анализ, всего 89 генотипов были получены при генотипирование 400 штаммов [26]. Полногеномные данные и развитие технологий анализа и обработки данных привело к стремительному улучшению схем генотипирования B. anthracis. Для увеличения дискриминационной способности и упрощения анализа Le Flèche P. с соавторами предложили схему MLVA20 состоящую из 20 VNTR локусов, в которую были включены 6 хромосомных локусов из MLVA8 и 14 новых локусов [27]. В последующем Keim P. с соавторами модифицировали свою ранее предложенною схему (MLVA8) включив 6 новых VNTR локусов и 1 локус из MLVA20 [28], в литературе данная схема описывается как MLVA15.  Lista F. c соавторами предложили схему генотипирования на основе 25 VNTR маркеров (MLVA25), которая включала MLVA8, 13 из 14 маркеров предложенных Le Flèche P. и 4 новых маркера [29]. Объединение всех VNTR локусов привело к формированию панели генотипирования MLVA31, которая включает все VNTR локусы описанные в геноме B. anthracis, за исключением однонуклеотидных повторов [30, 31]. Более высокая скорость накопления мутаций в VNTR повторах в сравнении с однонуклеотиными полиморфизмами (SNP), позволяет использовать MLVA генотипирование в дифференциации вспышек и кластеризации штаммов на географических территориях [32, 33]. Не смотря на описание панели генотипирования MLVA31 исследователи сталкиваются с неоднозначностью описания процесса генотипирования, в частности распределения праймеров в multiplex реакциях и их концентрация. Кроме того длина VNTR повторов получаемая при капиллярном электрофорезе может отличатся от реальной из-за используемого оборудования, полимера, конформации ДНК [34]. Для нормализации размеров VNTR локусов при капиллярном разделении используется эталонный штамм с известным размером VNTR локусов.  В связи с этим исследователям приходится оптимизировать условия постановки ПЦР под имеющиеся реагенты, а также нормализовать локусы для отдельных штаммов методом определения прямой нуклеотидной последовательности.
Недостаточный охват вакцинации и плохое качество вакцин являются основными причинами инфекции в Казахстане и странах Центральной Азии  [35]. 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 [36]. 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 [37].

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 штаммов Francisella tularensis
Работу с культурами возбудителей туляремии проводили согласно действующим нормативно-методическим документам по организации и проведению лабораторной диагностики этой инфекций. Бактериологические работы выполнялись согласно утвержденным протоколам РГП на ПХВ «КНЦКЗИ им. М. Айкимбаева» МЗ РК. 
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 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.

2.2.4 MLVA типирование
Для молекулярного типирования штаммов B. anthracis был использован мультилокусный анализ числа вариабельных тандемных повторов (MLVA), включающий в себя 31 VNTR. Для амплификации целевых фрагментов использовано 7 мультиплексных ПЦР реакции. Финальная концентрация праймеров в реакции и распределение по мультиплексным ПЦР приведено в таблице 1. Реакционная сесь содержала: 0,2 mM каждого дНТФ; 1-х ПЦР буфер (20 mM (NH4)2SO4, 0,01% (v/v) Tween 20 (ThermoScientific)), ионы магния 2.5 мМ, 5% DMSO, 2 U смеси Taq ДНК полимеразы (αFerment, Russia) и Pfu ДНК полимеразы (NCB, Kazakhstan) в соотношении 10:1 соответственно, ДНК 6 нг. Общий объем реакционной смеси 20 мкл.

Программа ПЦР амплификации для мультиплексов A-D2 включала: 95°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. Программа ПЦР амплификации для мультиплексов E1 и Е2 включала: 95°С в течение 3 минут; 35 циклов 95°С – 20 секунд, 52°С – 30 секунд, 65°С – 2 минуты; финальная элонгация 65(С – 20 минут. После амплификации Multiplex D1 and D2, а также E1 and E2 смешивали в равных пропорциях. Все полученные мултиплексы разводили в 70 раз PCR grade water 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). 

Таблица 1 – Праймеры используемые для MLVA31 Генотипирования
	Multiplexs
	Locus
	Primer
	End Concentration

	1
	2
	3
	4

	Multiplex A
	CG3
	VIC-tgtcgttttacttctctctccaatac
	0,3

	
	
	agtcattgttctgtataaagggcat
	0,3

	
	bams44
	VIC-gcgaattaattgctcctcaaat
	0,3

	
	
	gcacttgaatatttggcggtat
	0,3

	
	bams3
	VIC-gcagcaacagaaaacttctctccaataaca
	0,5

	
	
	tcctccctgagaactgctatcacctttaac
	0,5

	
	vrrB2
	NED-cacaggctattctttatcaaactcatc
	0,15

	
	
	cccaaggtgaagattgttgttga
	0,15

	
	bams5
	PET-gcaggaagaacaaaagaaactagaagagca
	0,3

	
	
	attattagcaggggcctctcctgcattacc
	0,3

	
	bams15
	NED-gtatttcccccagatacagtaatcc
	0,6

	
	
	gtgtacatgttgattcatgctgttt
	0,6

	
	bams1
	6FAM-gttgagcatgagaggtaccttgtccttttt
	0,15

	
	
	agttcaagcgccagaaggttatgagttatc
	0,15

	
	vrrC1
	PET-gaagcaagaaagtgatgtagtggac
	0,3

	
	
	catttcctcaagtgctacaggttc
	0,3

	Multiplex B
	bams13
	VIC-aattgagaaattgctgtaccaaact
	0,45

	
	
	ctagtgcatttgaccctaatcttgt
	0,45

	
	vrrB1
	6FAM-ataggtggttttccgcaagttattc
	0,1

	
	
	gatgagtttgataaagaatagcctgtg
	0,1

	
	bams28
	PET-ctctgttgtaacaaaatttccgtct
	0,15

	
	
	tattaaaccaggcgttacttacagc
	0,15

	
	vrrC2
	6FAM-ccagaagaagtggaacctgtagcac
	0,1

	
	
	gtctttccattaatcgcgctctatc
	0,1

	
	bams53
	NED-gaggtgtgttaggtgggcttac
	0,6

	
	
	catattttcaccttaattttggaag
	0,6


Продолжение таблицы 1
	1
	2
	3
	4

	
	bams31
	NED-gcgtatttatcgagcttcaaaatct
	0,6

	
	
	ggagtactgtttgttgaatgttgttt
	0,6

	Multiplex C
	vrrA
	VIC-cacaactaccaccgatggcaca
	0,06

	
	
	gcgcgtttcgtttgattcatac
	0,06

	
	bams25
	PET-ccgaatacgtaagaaataaatccac
	0,2

	
	
	tgaaagatcttgaaaaacaagcatt
	0,2

	
	bams21
	VIC-tgtagtgccagatttgtcttctgta
	0,3

	
	
	caaattttgagatgggagttttact
	0,3

	
	bams34
	NED-cagcaaaatcaatcgaatcaaa
	0,3

	
	
	tgtgctaaatcatcttgcttgg
	0,3

	
	bams24
	6FAM-cttctacttccgtacttgaaattgg
	0,3

	
	
	cgtcacgtaccatttaatgttgtta
	0,3

	Multiplex D1
	bams51
	PET-atttcctgaagcaggttgtgtt
	0,6

	
	
	tgcatctaacaatgcagaacaa
	0,6

	
	bams23
	NED-cggtctgtctctattattcagtggt
	0,2

	
	
	cctgttgctcctagtgatttcttac
	0,2

	
	bams30
	VIC-agctaatcacctacaacacctggta
	0,4

	
	
	cagaaaatattggacctaccttcc
	0,4

	Multiplex D2
	bams22
	6FAM-atcaaaaattcttggcagactga
	0,25

	
	
	accgttaattcacgtttagcaga
	0,25

	
	pXO1
	6FAM-caatttattaacgatcagattaagttca
	0,4

	
	
	tctagaattagttgcttcataatggc
	0,4

	
	pXO2
	VIC-tcatcctcttttaagtcttgggt
	0,15

	
	
	gtgtgatgaactccgacgaca
	0,15

	Multiplex E1
	BaVNTR19
	6-FAM-gtgatgaaatcggacaagttaggag
	0,15

	
	
	gaaatattttattaaacatgctttccatcc
	0,15

	
	BaVNTR23
	ROX-tttagaaacgttatcacgctta
	0,3


Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3
	4

	Multiplex E1
	BaVNTR23
	gtaatacgtatggttcattccc
	0,3

	
	BaVNTR35
	ROX-aaataatatgttccttttgctg
	0,2

	
	
	gtcctgaaataaatgctgaat
	0,2

	Multiplex E2
	BaVNTR16
	6-FAM-ctcttgaaaatataaaacgca
	0,2

	
	
	gaataataagggttctcatggtat
	0,2

	
	BaVNTR12
	Cy3-cgtacgaagtagaagtcattaa
	0,25

	
	
	gcatataattgcacctcatctag
	0,25

	
	BaVNTR17
	Cy3-taggtaaacaaattttcgtaatc
	0,15

	
	
	gatcgtacaacagcaattatcat
	0,15


2.2.5 Верификация аллелей VNTR локусов методом прямого секвенирования

Методом ПЦР проводили амплификацию VNTR локусов. Для ПЦР амплификации большинства локусов использовали праймеры приведенные в таблице 1 без флуоресцентной метки. Для локусов CG3, BaVNTR12, BaVNTR19, BaVNTR35, BaVNTR16, BaVNTR23, BaVNTR17, vrrB1, pX01, pX02 и vrrB2 были подобраны дополнительные праймеры приведенные в таблице 2. ПЦР смесь и условия амплификации были использованы, как и при MLVA типировании.  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). 

Таблица 2 – Праймеры подобранные для секвенирования VNTR локусов
	Наименование праймеров
	Последовательность 5’-3’

	1
	2

	CG3F-seq
	ctaaaagactatagtacatttgatt

	CG3R-seq
	tatttcttgacttgacttaatgccaat

	BaVNTR12_seqal
	gcgatgtatgaagtagaaactgtg

	BaVNTR19_seqall
	tttttaatgtggagtcttcctcgat

	BaVNTR35_seqal
	tttgatcgcatcacctaaaa

	BaVNTR16_seqal
	ttttcgaaccatttactgatga


Продолжение таблицы 2
	1
	2

	BaVNTR23_seqAl
	aagtaattgtaactaagcgatagg

	BaVNTR17_seqakF
	ttcttctgtccaccctttgtat

	vrrB1-seq_F
	ctgctgctccactaatacta

	vrrB1-seq_R
	agggttttcaacatcagta

	pX01-seq-F
	aaatatacagccacttgatag

	pX01-seq-R
	acatgctgtggatgattat

	pX02-seq-F
	cataaatctgtcgccagtta

	pX02-seqr
	tgtaccgctgcaataaatgt

	vrrB2-seq_R
	ccacaacttcgtgctgaaatc


2.2.6 Полногеномное секвенирование

Пробоподготовка проводилась при помощи набора приготовления библиотек Nextera® XT DNA Library Preparation Kit, в соответствии с инструкциями производителя. Секвенирование проводилось с использованием секвенатора MiSeq (Illumina) и набором химии MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles (Catalog # MS-102-3003).
3 Результаты исследования

3.1 Проведение MLVA типирования по 25 VNTR маркерам 112 штаммов Bacillus anthracis и верификация полученных результатов для всех анализируемых штаммов

MLVA генотипирование обладает высокой дискриминационной силой для бактериальных видов с высокой гомологией генома таких как B. anthracis, Brucella spp., Y. pestis [38]. Несомненным преимуществом метода является возможность анализа нескольких локусов в одной ПЦР реакции с использованием праймеров меченных различными флуоресцентными красителями. Это позволяет анализировать достаточное количество локусов для дискриминации штаммов в пределах вспышке в нескольких ПЦР реакциях, что сокращает стоимость и время затраченное на генотипирование. Наличие общественных баз данных является преимуществом и позволяет находить гомоплазийные аналоги или устанавливать различие между анализируемыми штаммами. Это особенно актуально в рамках глобального контроля циркуляции патогенов. Ключевым фактором эпидемиологического контроля на локальном и глобальном уровнях является – достоверность получаемых результатов. Не смотря на высокую воспроизводимость получаемых результатов, при капиллярном электрофорезе не редко получаемый размер ПЦР продуктов отличается от фактических значений. Это возможно связано с характеристикой используемого полимера, разницей в движении размерного стандарта и ПЦР продуктов, отличие в движение ПЦР продуктов из-за конформаций [39, 40]. Для верификации аллелей при капиллярном электрофорезе необходимо проводить настройку «бинов» в соответствии с референтным штаммом для которого известны значения анализируемых локусов. 

В отчетном периоде с целью верификации получаемых результатов на первом этапе было проведено генотипирование 4 образцов ДНК выделенных из штаммов B. anthracis (vet-145-16 and vet-280-15) депонированные в коллекции РГП на ПХВ «Национальный референтный центр по ветеринарии» КВКиН МСХ РК и 2 штаммов B. anthracis (Bant18-s128 and Bant18-s159) депонированных в коллекции РГП «Казахский научный центр карантинных и зоонозных инфекций имени М. Айкимбаева» МЗ РК с использованием панели MLVA-31. 
Значение аллелей 31 VNTR локуса были получены для всех 4 штаммов. Методом прямого секвенирования была получена прямая последовательность амплифицированных фрагментов. Во всех локусах размер полученный методом прямого секвенирования (Size DS) отличается от значений, полученных при капиллярном электрофорезе (Size CE) (Приложение Б). В нашем случае без наличия референтного штамма можно идентифицировать без ошибки 4 локуса Bams24, Bams30, Bams 51 и BaVNTR17. В данных образцах отклонение Size DS от Size SE было равно или менее 10% от размера VNTR локуса. В локусах Bams1, Bams13, Bams15, Bams21, Bams22, Bams23, Bams25, Bams28, Bams3, Bams31, Bams34, Bams44, Bams5, Bams53 BaVNTR12, BaVNTR23, BaVNTR16, vrrA, vrrB1, vrrB2 and vrrC2 отклонение Size DS от Size SE варьировало от 14,17 до 79,56% от размера VNTR локуса. В локусе GS3 and vrrC1 отклонение Size DS от Size SE составляло около 1 VNTR повтора, а для локусов РОХ01 и РОХ02 отклонение составило 2 VNTR повтора. Для локусов BaVNTR35 and BaVNTR19 отклонение составило 1,5 и 2,5 VNTR повтора соответственно. На основании размеров полученных в результате секвенирования аллелей были назначены цифровые значения аллелей согласно правилам назначения 2014 года [41]. 

На следующем этапе было приведено MLVA типирование 112 штаммов с использованием 31 VNTR маркера. Это самая максимальная панель VNTR локусов используемая для генотипирования B. anthracis и содержит 25 VNTR локусов, заявленных в календарном плане, а также 6 дополнительных VNTR локуса (BaVNTR19, BaVNTR23, BaVNTR35, BaVNTR16, BaVNTR12 и BaVNTR17). Тем самым мы улучшили результаты генотипирования штаммов.  

В хроматограммах образца с индивидуальным номером 10 было установлено наличие двух аллелей в локусах Bams15, Bams3, Bams5, GS3, vrrC1, Bams13, pX01, Bams30. В хроматограммах образца 38, контаминация зарегистрирована в локусах: Bams3,  pX01 и VNTR17. В образце 43 контаминированы локусы: Bams1, Bams3, pX01, Bams30 и VNTR17. В образце 70 контаминированы локусы: Bams1, Bams3, GS3, vrrC1, vrrC2, Bams34, pX02, pX01, Bams30, VNTR19, VNTR23 и VNTR35. В образце 99 контаминирован только 1 локус Bams23. На рисунке 1 в качестве примера приведены хроматограммы контаминации локусов в образце 70. 

Контаминация образцов с индивидуальными номерами 10, 38, 43 и 70 произошла на этапе накопления бактериальной и выделения ДНК, о чем свидетельствует контаминация генотипами ближайших штаммов. Образец под номером 99, вероятнее всего имеет контаминированый профиль с момента выделения, так как не прослеживается контаминация ближайшими генотипами. Однако, в вспышке с данным штаммов выделены два генотипа отличающиеся в локусе Bams23, что указывает на первичное смешение двух генотипов в культуре. Данные образцы были удалены из последующего анализа.
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Рисунок 1 - Контаминация VNTR локусов в образце №70 (Наименование локусов указано в верхнем левом углу каждой фореграммы)
В образцах под индивидуальным номером 7, 37, 84, 90 98 не удалось получить значения локуса pX01. В образцах под индивидуальными номерами 65, 76 и 77 не удалось получить значения VNTR локусов pX02, VNTR16 и VNTR17, то есть локусов, находящихся на плазмиде pX02. Данный факт возможно связан со спонтанной потерей плазмид [42]. В образцах с инвентарными номерами 173-186 не удалось получить значения локуса Bams34. Значения остальных локусов были получены для всех анализируемых штаммов.  

Потребовалось дополнительная верификация локуса рОХ02 в штаммах с индивидуальными номерами 173-186. Так как при разделении локуса на автоматическом генетическом анализаторе в данном локусе был зарегистрировано отклонение от других штаммов с аллелью «7» (Рисунок 2). 
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Верхний рисунок-образец 172 с нормальной аллелью 7; нижний рисунок – образец 173 с отклонением в аллели 7
Рисунок 2 - Отличие в фореграмме локуса рХ02 

С целью верификации было проведено секвенирование данного локуса, установлено что смещение связано с добавлением нуклеотида «С» в межгенном участке и не затрагивает область тандемных повторов (рисунок 3). На основании результатов прямого секвенирования в локусе рХ02 образцов с индивидуальными номерами 173-186 была установлена аллель 7.
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Рисунок 3 - Верификация локуса рХ02 прямым секвенированием

Дополнительная верификация также потребовалась для локуса VNTR17 в двух образцах с индивидуальными номерами 11 и 21. В локусе VNTR17 данных образцов была установлена не типичная аллель размером 451 п.н., в качестве примера на рисунке 4 приведена фореграмма локуса VNTR17 образца11. 
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Рисунок 4 - Фореграмма VNTR17 образца 11

Методом прямого секвенирования данной аллели был установлен размер между праймерами используемыми для амплификации локуса 452 п.н. Данное значение превышает на 66 п.н. референтный штамм Ames у которого размер данного локуса составляет 386 п.н., что соответствует аллели 4. Учитывая размер тандемного повтора 8 п.н. была установлена аллель 12 в локусе VNTR17 образцов 11 и 21. Алели остальных локусов были достоверно верифицированы на основании данных 4 штаммов используемых в качестве референтных образцов при каждом разделении на автоматическом генетическом анализаторе.  

3.2 Анализ результатов MLVA типирования штаммов Bacillus anthracis

В отчетном периоде было проведено изучение генетического разнообразия штаммов Bacillus anthracis выделенных на территории Казахстана в период 1952 по 2016 годы. Генотипирование проводили с использованием мультилокусного анализа множественных тандемных повторов. Панель генотипирования включала в себя 31 VNTR локус, из которых 4 локуса расположены на плазмидах (локус рХ01 расположен на плазмиде рХ01; локусы рХ02, VNTR16 и VNTR17 расположены на плазмиде рХ02), оставшиеся локусы локализуются на хромосоме. 

На основании данных аллелей 31 локуса по алгоритму попарного внутригруппового невзвешенного среднего (UPGMA) анализируемые штаммы кластеризовались в 36 генотипов (рисунок 5). Из которых 7 представлены одним штаммом. Самый крупный генотип объединил в себя 19 штаммов (40, 41, 57, 63, 64, 148, 149, 161-172), которые выделены при вспышках на территориях 5 областей в период с 2001 по 2016 год. 
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Рисунок 5 - Кластерный анализ 159 штаммов B. anthracis на основании MLVA31, лист 1
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Рисунок 5, лист 2
Второй по численности генотип объединил в себе 14 штаммов (173-186) выделенных при вспышках в Павлодарской и Карагандинской областях в 2016 году. Данные штаммы имеют свою генетическую особенность: наличие дополнительного нуклеотида С в межгенном пространстве в области амплификации локуса рХ02, а также отсутствие локуса Bams34. Последнее возможно связано с делецией фрагмента или наличием мутаций в области посадки праймеров, последующее полногеномное секвенирование даст более подробную информацию. Третий по численности генотип объединил в себя 13 штаммов (47, 48, 82-90, 97 и 128), важно отметить что, 12 из них выделены в Западно-Казахстанской области при вспышках в 1963, 1977, 2005 и 2011 годах. Данный факт указывает о длительном персистирование данного генотипа в Западно-Казахстанской области. Один штамм выделен в Туркестанской области в 2006 году. 

11 штаммов выделенные из Жамбылской области в течение 1997-1999 годов объединены в один генотип. Десять штаммов (151-160) из Карагандинской области выделенные при вспышке в Шетском районе объединились в один генотип. Из данной вспышке выделен также штамм номером 150, который отличается только по гипервариабельному локусу рХ01.

Два генотипа объединили в себя по 9 штаммов из Западно-Казахстанской области. Штаммы выделены в июле 2009 года, из двух районов, молекулярно-генетический анализ указывает на не связанность данных вспышек. Генотипы отличаются между собой в локусах рХ01, Bams22, Bams23, VNTR17 

Семь штаммов (5, 6, 14, 22-24, 29) с одинаковым генотипом выделены из Туркистанской (1961-1962 годы) и Жамбылской областях (1997 год). 

Три генотипа объединили в себе по 6 штаммов. Первый генотип объединил в себя штаммы (8, 9, 15, 16, 18, 20) из Туркестанской области выделенные в 1961-1963 годах. Второй генотип объединил штаммы (3, 4, 12, 39, 44, 46) выделенные в Кызылординской области (1960 год), Атырауской области (1959 год), Туркистанской области (1962 год) и три штамма из Востончо-Казахстанской области выделенные 2001-2002 годах. Третий генотип объединил штаммы (66-69, 72, 73) из Восточно-Казахстанской области выделенные при вспышке в 2004 году. Мелкие генотипы, объединившие в себе 4 и менее штаммов ограничены одной вспышкой, за исключением генотипа со штаммами 1, 2, 19 и 37. На основании результатов генотипирования составлена карта распределения генотипов (Приложение В и Г).

Оценку генетического разнообразия циркулирующих в Казахстане штаммов Bacillus anthracis в глобальном масштабе проводили методом построения минимального остовного дерева с MLVA профилями штаммов депонированных в базе данных MLVA на сентябрь 2019 года (http://microbesgenotyping.i2bc.paris-saclay.fr/). 

Результаты построения MОД приведены на рисунке 6. Штаммы циркулирующие в Казахстане кластрезуются в 5 независимы клад. Первая клада самая многочисленная, в большинстве своем представлена Европейскими штаммами. В данной кладе для казахстанских штаммов 45 и 50 установлены гомоплазийные аналоги по MLVA25 среди штаммов, циркулирующих в Италии, а также для казахстанского штамма под инвентарным номером 52 во Франции. Для остальных штаммов гомоплазийные аналоги не найдены 
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Рисунок 6 - Минимальное остовное дерево для штаммов B. anthracis циркулирующих в Казахстане и штаммов из MLVAbank
Проведенное исследование свидетельствует о высоком генетическом разнообразие штаммов B. anthracis. В большинстве случаев штаммы имеют строгую географическую локализацию. Полученные результаты указывают на возможность использования MLVA типирования в расследовании эпидемиологических вспышек.

3.3 Отбор штаммов Bacillus anthracis из разных кластеров и их полногеномное секвенирование

На основании результатов кластеризации по данным аллелей 31 локуса, а также с учетом мест и даты изоляции были отобраны 32 штамма B. anthracis.

Проведено полногеномное секвенирование 32 штаммов Bacillus anthracis. Пробоподготовку проводили с использованием набора реагентов Nextera® XT DNA Library Preparation Kit, секвенирование используя наборы реактивов - MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles и MiSeq Reagent Kit v2, 500 Cycles.

Анализ сырых данных полногеномного секвенирования по результатам программы FastQC (версия 0.11.7) указывает на высокое качество прочтений. 

Прочтения имеют максимальную длину 250 и 300 оснований, с количеством прочтений от 450 276 до 1953210 на штамм. Уникальные последовательности составляют от 403429 до белее 1,3 млн прочтений, а отношение уникальных к дуплицированным последовательностям варьирует в диапазоне 89,5%/10,5%, -69,7%/30,3% соответственно. При этом, чем больше количество прочтений на штамм, тем процент дублирующих прочтений увеличивается. Общие характеристики качества для секвенированных штаммов Bacillus anthracis представлены в соответствии с рисунком 7.

[image: image8.jpg]st e QaltySores

[y pe—




А – длина прочтений и процентное соотношение уникальных к дуплицированным последовательностям; Б – графики значений качества оснований

Рисунок 7 – Отчёт качества сырых данных полногеномного секвенирования 32 штаммов Bacillus anthracis 

Основания прочтений имеют высокий балл (Quality Score), а именно выше 28, что соответствует высокому качеству и означает точность на 99,9%, в соответствии с рисунком 8. 
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Рисунок 8 – Достоверность последовательностей штаммов Bacillus anthracis
Остальные блоки качества прочтений также указывают на высокую чистоту прочтений, в соответствии с рисунком 9: содержание оснований равное, содержание GC оснований в прочтениях соответствуют нормальному распределению, в соответствии с рисунком 9 (Г); низкое содержание N (нераспознанных) нуклеотидов, в соответствии с рисунком 9 (А); низкое содержание последовательностей адаптеров в соответствии с рисунком 9 (Б); малое соотношение уровня дупликации прочтений по отношению к геному, в соответствии с рисунком 9 (В).
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А – содержание N (нераспознанных) нуклеотидов; Б – содержание последовательностей адаптеров; В – уровень дупликации последовательностей; 
Г - содержание GC оснований в прочтениях

Рисунок 9 – Графики анализа качества прочтений 

Полученные результаты указывают на высокое качество данных, что позволит провести последующий анализ данных полногеномного секвенирования и установить генетические особенности штаммов Bacillus anthracis циркулирующих в Казахстане.

3.4 Посев на селективные питательные среды коллекционных штаммов Francisella tularensis. Публикация статьи в отечественный журнал с ненулевым импакт фактором

Для культивирования микроорганизмов использовали элективные питательные среды: среда питательная для культивирования и выделения туляремийного микроба (FT-агар, ФБУН ГНЦ ПМБ), бульон Хоттингера, рН 7,2.

Работу с культурами возбудителей туляремии проводили согласно действующим нормативно-методическим документам по организации и проведению лабораторной диагностики этой инфекций.

Культуры F. tularensis, полученные из фонда «Республиканской коллекции микроорганизмов и депозитария возбудителей особо опасных инфекций» РГП на ПХВ «КНЦКЗИ им. М. Айкимбаева» МЗ РК. Ростовые характеристики коллекционных штаммов были проверены ранее и определено, что штаммы туляремийного микроба имеют типичные культурально-морфологические свойства. Штаммы выделены из разных источников - от клещей, грызунов, людей. Штаммы пересевали на чашки Петри с питательным агаром FT с помощью бактериальной петли и инкубировали в течение 36-48 часов при температуре (37±1)°С. Для получения изолированных колоний проводили повторный высев на чашки Петри с питательным агаром FT.

Подготовку бактериальных взвесей клеток осуществляли в 2 мл 0,9% раствора хлорида натрия в соответствии с отраслевыми стандартами мутности ФГБУ «НЦЭСМП» 10 единиц (ОСО 42–28–59–85-2015П) до конечной концентрации 5×109 м.к./мл для F. tularensis. Для инактивации к приготовленным суспензиям добавляли мертиолят натрия до конечной концентрации 1:10000 (0,01%), прогревали в течение 30 мин при температуре (56±1)°С. Пробы, обработанные мертиолятом натрия, концентрировали, для этого центрифугировали их при 12000 об/мин в течение 10–15 мин. Осадок суспендировали в 100 мкл 0,9 % раствора хлорида натрия и добавляли необходимый объем лизирующего раствора на основе 6 М гуанидинизотиоцианата с последующим прогреванием в течение 15 минут при температуре (65±1)°С. Исследуемые образцы лизатов F. tularensis хранили при температуре минус -20°С. Всего в отчетном периоде проведено накопление бактериальной массы 50 штаммов Francisella tularensis.
В отчетном периоде была подготовлена и опубликована статья «Optimization of genotyping protocol for B. antracis using multiple-locus VNTR analisis MLVA-31» в рецензируемом журнале с ненулевым импакт-фактором «Eurasian Journal of Applied Biotechnology».

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 MLVA типирование штаммов Bacillus anthracis и анализ полученных результатов, отбор и полногеномное секвенирование штаммов B. Anthracis, накопление бактериальной массы 50 штаммов Francisella tularensis.  

Проведено MLVA типирование 112 штаммов Bacillus anthracis по 31 VNTR маркеру. При анализе фореграмм установлена контаминация 5 образцов, в двух локусах 16 штаммов выявлены отличия в размерах ПЦР продукт. Методом прямого секвенирования и постановки референтных штаммов позволило верифицировать все аллели.  
Проведен анализ результатов MLVA типирования штаммов Bacillus anthracis. В результате определено генетическое разнообразие, проведен кластерный анализ, построено минимальное островное дерево и определено географическое  распределение генотипов Bacillus anthracis в Казахстане.
Отобраны 32 штамма Bacillus anthracis из разных кластеров и проведено их полногеномное секвенирование. Анализ сырых данных полногеномного секвенирования указывает на высокое качество прочтений.
Проведен посев на селективные питательные среды 50 коллекционных штаммов Francisella tularensis. Накоплена бактериальная масса данных штаммов, проведена инактивация и лизис клеток. 
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. Опубликована статья «Optimization of genotyping protocol for B. antracis using multiple-locus VNTR analisis MLVA-31» в рецензируемом журнале с ненулевым импакт-фактором «Eurasian Journal of Applied Biotechnology» (Приложение Д и Е).  
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
Календарный план на 2018 и 2020 годы
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б  
Результаты верификации VNTR локусов
	Наименова-ние

VNTR 
	Размер повтора
	Штамм Bant18-s128
	Штамм Bant18-s159
	Штамм vet-145-16
	Штамм vet-280-15
	Диапазон отклонения SD от CE

	
	
	Аллель 
	size DS
	size CE
	Аллель 
	size DS
	size CE
	Аллель 
	size DS
	size CE
	Аллель 
	size DS
	size CE
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15

	Bams1
	21
	13
	422
	424,72
	16
	485
	488,55
	13
	422
	424,71
	13
	422
	424,64
	+(2,64-3,55)

	Bams13
	9
	30
	454
	451,79
	73
	841
	839,2
	30
	454
	452,05
	30
	454
	451,92
	-(1,8-2,21)

	Bams15
	9
	45
	607
	608,66
	45
	607
	608,62
	45
	607
	608,55
	45
	607
	608,59
	+(1,55-1,66)

	Bams21
	45
	10
	676
	661,45
	10
	676
	661,92
	10
	676
	661,9
	10
	676
	661,8
	-(14,08-14,55)

	Bams22
	36
	14
	663
	647,48
	16
	735
	717,37
	14
	663
	647,9
	16
	735
	717,21
	-(15,1-17,63)

	Bams23
	42
	9
	567
	552,75
	11
	651
	635,0
	9
	567
	553,12
	11
	651
	634,86
	-(13,88-16,14)

	Bams24
	42
	11
	595
	596,56
	11
	595
	596,69
	11
	595
	596,73
	11
	595
	596,74
	+(1,56-1,74)

	Bams25
	15
	13
	391
	393,49
	13
	391
	394,12
	13
	391
	394,14
	13
	391
	394,15
	+(2,49-3,15)

	Bams28
	24
	14
	493
	498,42
	14
	493
	497,45
	14
	493
	498,41
	14
	493
	498,39
	+(4,45-5,42)

	Bams3
	15
	30
	609
	605,53
	28
	579
	575,51
	30
	609
	605,62
	30
	609
	605,49
	-(3,38-3,51)

	Bams30
	9
	75
	889
	890,98
	57
	727
	727,48
	75
	889
	891,22
	72
	862
	864,04
	+(0,48-2,22)

	Bams31
	9
	64
	772
	765,53
	25
	421
	416,97
	64
	772
	765,87
	64
	772
	765,72
	-(4,03-6,47)

	Bams34
	39
	9
	425
	416,45
	11
	503
	493,55
	9
	425
	416,82
	9
	425
	416,72
	-(8,18-9,45)

	Bams44
	39
	8
	417
	408,02
	8
	417
	408,21
	8
	417
	408,22
	8
	417
	408,13
	-(8,78-8,98)

	Bams5
	39
	7
	385
	378,25
	7
	385
	378,52
	7
	385
	378,43
	7
	385
	378,41
	-(6,48-6,75)

	Bams51
	45
	9
	493
	497,45
	9
	493
	497,51
	9
	493
	497,58
	9
	493
	497,49
	+(4,45-4,58)

	Bams53
	12
	8
	236
	231,38
	8
	236
	231,43
	8
	236
	231,45
	8
	236
	231,4
	-(4,55-4,62)

	BaVNTR12
	2
	6
	115
	115,79
	6
	115
	115,93
	6
	115
	115,98
	6
	115
	115,95
	+(0,79-0,98)

	BaVNTR16
	8
	20
	273
	267,48
	20
	273
	267,76
	20
	273
	267,75
	20
	273
	267,63
	-(5,24-5,52)

	BaVNTR17
	8
	4
	386
	386,14
	4
	386
	386,15
	4
	386
	386,19
	4
	386
	386,17
	+(0,14-0,19)

	BaVNTR19
	3
	5
	99
	91,71
	4
	96
	88,7
	5
	99
	91,76
	5
	99
	91,71
	-(7,24-7,3)


Продолжение приложения Б
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15

	BAVNTR23
	12
	4
	197
	195,27
	4
	197
	195,3
	4
	197
	195,37
	4
	197
	195,38
	-(1,62-1,73)

	BaVNTR35
	6
	4
	103
	112,84
	5
	109
	118,86
	4
	103
	112,86
	4
	103
	112,83
	+(9,83-9,86)

	GS3
	5
	1
	153
	148,17
	2
	158
	153,26
	1
	153
	148,23
	1
	153
	148,24
	-(4,74-4,83)

	poX01
	3
	10
	135
	128,76
	9
	132
	125,76
	10
	135
	128,74
	10
	135
	128,75
	-(6,24-6,26)

	pox02
	2
	7
	137
	133,06
	9
	141
	137,08
	7
	137
	133,05
	8
	139
	135,05
	-(3,92-3,95)

	vrrA
	12
	4
	314
	307,07
	4
	314
	307,17
	4
	314
	307,11
	4
	314
	307,12
	-(6,83-6,93)

	vrrB1
	9
	20
	229
	223,38
	20
	229
	223,43
	20
	229
	223,41
	20
	229
	223,4
	-(5,59-5,62)

	vrrB2
	9
	14
	162
	154,65
	14
	162
	154,84
	14
	162
	154,82
	14
	162
	154,81
	-(7,16-7,35)

	vrrC1
	9
	57
	616
	604,57
	53
	580
	569,65
	57
	616
	605,77
	57
	616
	604,82
	-(10,23-11,43)

	vrrC2
	18
	21
	604
	594,0
	17
	532
	523,56
	21
	604
	594,31
	21
	604
	594,13
	-(8,44-10)


 ПРИЛОЖЕНИЕ В
Карта распределения генотипов
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г  
Интерпретация генотипов
	Наименование генотипов на карте 
	Аллели VNTR локусов

	
	vrrA
	vrrB1
	vrrB2
	vrrC1
	vrrC2
	GS3
	poX01
	pox02
	Bams1
	Bams3
	Bams5
	Bams13
	Bams15
	Bams21
	Bams22
	Bams23
	Bams24
	Bams25
	Bams28
	Bams30
	Bams31
	Bams34
	Bams44
	Bams51
	Bams53
	BaVNTR12
	BaVNTR16
	BaVNTR17
	BaVNTR19
	BAVNTR23
	BaVNTR35

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22
	23
	24
	25
	26
	27
	28
	29
	30
	31
	32

	1
	4
	20
	14
	57
	21
	1
	10
	7
	13
	30
	7
	30
	45
	10
	16
	11
	11
	13
	13
	75
	64
	9
	8
	9
	8
	6
	20
	4
	5
	4
	4

	2
	4
	20
	14
	57
	21
	1
	10
	7
	13
	30
	7
	30
	45
	10
	16
	11
	11
	13
	14
	75
	64
	9
	8
	9
	8
	6
	20
	4
	5
	4
	4

	3
	4
	20
	14
	57
	21
	1
	10
	7
	13
	30
	7
	30
	45
	10
	16
	11
	11
	13
	14
	72
	64
	9
	8
	9
	8
	6
	20
	4
	5
	4
	4

	4
	4
	20
	14
	57
	21
	1
	9
	7
	13
	30
	7
	30
	45
	10
	16
	11
	11
	13
	14
	79
	64
	9
	8
	9
	8
	6
	20
	4
	5
	4
	4

	5
	4
	20
	14
	57
	21
	1
	9
	7
	13
	30
	7
	30
	45
	10
	16
	11
	11
	13
	14
	75
	64
	9
	8
	9
	8
	6
	20
	4
	5
	4
	4

	6
	4
	20
	14
	57
	21
	1
	8
	7
	13
	30
	7
	30
	45
	10
	16
	11
	11
	13
	14
	79
	64
	9
	8
	9
	8
	6
	20
	4
	5
	4
	4

	7
	4
	20
	14
	57
	21
	1
	10
	8
	13
	30
	7
	30
	45
	10
	16
	11
	11
	13
	14
	63
	64
	9
	8
	9
	8
	6
	20
	4
	5
	4
	4

	8
	4
	20
	14
	57
	21
	1
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ABSTRACT

Bacillus anthracis s the causative agent of anthrax, a highly dangerous human and
veterinary disease. B. anthracis has high pathogenicity, resulting in a high mortality rate,
with possible long.term preservation of the live pathogen in environmental conditions. Thus,
‘genotyping of circulating B. anthracis strains is an integral part of epidemiological surveillance
worldwide. Multiple-locus variable-number tandem repeat (VNTR) analysis (MLVA) is a
highly discriminatory method for genotyping bacterial species with a conserved genome such
as B. anthracis. Although there is already a well-established MLVA typing scheme, protocol
optimization and verification of the results are required in certain cases. This paper presents the
results of optimization of the MLVA-31 protocol, which was verified in four . anthracis strains.
that were isolated in Kazakhstan, The actual VNTR repeat sizes differed from those obtained by
capillary electrophoresis at all VNTR loci. Moreover, absence of B. anthracis reference strains.
‘made allele identification difficult for 90% of the loci In six loci, the actual sizes differed by one
‘or more VNTRs from the sizes defined by capillary electrophoresis. These results indicate that
availability of B. anthracis reference strains will allow for verification of genotyping results,
regardless of the particular reagents and equipment used for capillary electrophoresis, thus.
enabling more efficient epidemiological monitoring at the local and global levels.
Key words: Bacillus anthracis, VNTR, MLVA, genotyping, cpidemiology

INTRODUCTION coides and B. pseudomycoides have the potential to
be used in bioremediation, degradation of toxic
<« anthracis belongs to the Bacillus cereuscompounds, biosynt s and an
taxonomy group along with B. cereus, B. mycoides, timicrobial agents [5, 6, 7. OF the entire group B
B. peudomycoides, 5. thuringiensis, . weihen anthracs poses the grestest medical and veterinary
stephanensis snd B cytotoxicus. This group belongs _ concerns, being the causatve sgent of anthras, 3
to the genus Bacillusin the family . type _highly dangere
Firmicutes [1]. These bactera are of great impor.  Despite differences in phenotypic features, host
tance for medicine and sgriculture. B. thuringien- _preference snd pathogenicity, the B. cereus group.
sis i species highly pathogenic o insects, thus it i very genetcally homogeneous snd it is diffcult
has been used for decades as 3 live insectcide [2]. to disriminate i the group using clssical
B. cereusis ubiquitous in nature, it is an opportu.  molecular tsxonomic critera based on DNA/DNA
pathogen that may cause food poisoning, but  hybridization or 165 rRNA nucleotide sequencin
have 3 capabiliy to produce valuable enzymes This is because the main pathogenicity fctors and
and metsbolites [3, 4]. Paticulae strans of B. my-  factors determining preferences of certin hosts arc
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