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ТҰЖЫРЫМ

Есеп 76 бет, 1 кітап, 20 сурет, 2 кесте, 107 әдебиет көзі, 8 қосымша
BACILLUS ANTHRACIS, FRANCISELLA TULARIENSIS, MLVA ТИПИРЛЕУ, ГЕНОТИПИРЛЕУ, ТОЛЫҚГЕНОМДЫ СЕКВЕНИРЛЕУ
Зерттеу нысандары ретіне B.anthracis және F.tularensis ДНҚ сынамалары алынды.
Кезең мақсаты – толықгеномды секвенерлеу және жоғарғы кемсітушілік әдістерін қолдана отырып, Қазақстанда айналымда жүрген сібір жарасы мен туляремия қоздырғыштарының генотипімен геномды ерекшеліктерін зерттеу, аса қауіпті инфекцияларға эпидемиялогиялық бақыладуды жақсарту үшін генотиптердің таралу картасын құру.
Алға қойылған мақсат пен одан туындаған міндеттер молекулалы - генетикалық және ақпараттық әдістерді қолдану арқылы жүзеге асырылды.
Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде: Bacillus anthracis-тің 162 штаммынан бөліп алынған ДНҚ-ның коллекциясы құрылды, 31 VNTR маркер бойынша Bacillus anthracis-тің 155 штаммына MLVA типтеу жүргізілді. Bacillus anthracis штамдарын MLVA типтеу нәтижелеріне талдау жүргізілді. Нәтижесінде генетикалық әртүрлілік анықталды, кластерлік талдау жүргізілді, минималды аралдық ағаш салынды және Bacillus anthracis генотиптерінің Қазақстандағы географиялық таралуы анықталды. Әртүрлі кластерлерден Bacillus anthracis 75 штамдары іріктеліп алынды және оларға толық геномдық секвенирленуі жүргізілді. Селективті қоректік орталарға Francisella tularensis-тің 50 коллекциялық штаммы егілді. Francisella tularensis-тің 50 штаммынан толықгеномды секвенерлеуге жарамды ДНҚ коллециясы құрылды. Bacillus anthracis-тің 75 штаммының толықгеномды секвенерлеу нәтижесіне талдау жүргізілді. Сібір жарасы және туляремия қоздырғыштарын генотипирлеу бойынша әдістемелік нұсқаулық жарияланды. Francisella tularensis-тің 50 штаммының толықгеномды секвенерлеу нәтижесіне талдау жүргізілді. Жобаны орындау барысында бөліп алынған бактериалды штаммдар депозитке берілді.
Нәтижелердің жаңашылдығы: MLVA-31 әдісімен B. anthracis-тің 155 штаммының генетикалық әралуандылығы зерттелді, B. anthracis-тің 75 штаммы үшін толықгеномды мәліметтер алынды және генетикалық ерекшеліектері анықталды. Francisella tularensis-тің 50 штаммына толықгеномды секвенерлеу жүргізіліп, олардың генетикалық ерекшеліктері анықталды. Жобаны жүзеге асыру эпидемиологиялық бақылауға Bacillus anthracis және Francisella tularensis штаммдарын молекулярлы-генетикалық типтеудің замануи құралдарын енгізуге мүмкіндік береді. Қолдану аумағы: эпидемиология, аса қауіпті жұқпалы ауруларды бақылау.
РЕФЕРАТ

Отчет 76 с., 1 кн., 20 рис., 2 табл., 107 источн., 8 прил.
BACILLUS ANTHRACIS, FRANCISELLA TULARIENSIS, MLVA ТИПИРОВАНИЕ, ГЕНОТИПИРОВАНИЕ, ПОЛНОГЕНОМНОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ

Объектами исследования являлись образцы ДНК B. anthracis и F. tularensis.

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

В результате проведенных исследований: создана коллекция образцов ДНК, выделенных из 162 штаммов Bacillus anthracis, проведено MLVA типирование 155 штаммов Bacillus anthracis по 31 VNTR маркеру. Проведен анализ результатов MLVA генотипирования 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 75 штамма Bacillus anthracis из разных кластеров и проведено их полногеномное секвенирование. Проведен посев на селективные питательные среды 50 коллекционных штаммов Francisella tularensis. Создана коллекция ДНК из 50 штаммов Francisella tularensis пригодных для полногеномного секвенирования. Проведен анализ результатов полногеномного секвенирования 75 штаммов Bacillus anthracis. Опубликованы методические рекомендации по генотипированию возбудителей сибирской язвы и туляремии. Проведен анализ результатов полногеномного секвенирования 50 штаммов Francisella tularensis. Депонированы бактериальные штаммы выделенные в ходе выполнения проекта. 
Новизна результатов: изучено генетическое разнообразие 155 штаммов B. anthracis методом MLVA-31, получены полногеномные данные и определены генетические особенности для 75 штаммов B. anthracis. Проведено полногеномное секвенирование и установлены генетические особенности 50 штаммов Francisella tularensis. 
Реализация проекта позволит внедрить в эпидемиологический мониторинг современные средства молекулярно-генетической типизации штаммов Bacillus anthracis и Francisella tularensis.
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
HGDI – (англ. Hunter-Gaston discriminatory index) - индекс дискриминации Хантера-Гастона используемый для количественной оценки дискриминирующей способности метода генотипирования
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 и Francisella tularensis являются возбудителями высоко опасных инфекционных заболеваний и отнесены к патогенам которые потенциально могут быть использованы в биотероризме. 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 [1]. Международные базы данных содержащие информацию по циркулирующим генотипам способствуют развитью глобального мониторинга за патогенами и позволяют отслеживать эволюционные изменения [2]. Полногеномное секвенирование и последующий анализ однонуклеотидных полиморфизмов является методом генотипирования с самым высоким разрешением и мощной филогенетической способностью [3]. 
Сибирская язва - особо опасное зоонозное заболевание, вызываемое аэробным грамположительным спорообразующим микроорганизмом Bacillus anthracis. Ежегодно во всем мире регистрируется от 2000 до 20 000 случаев заболевания сибирской язвой [4]. Возбудитель сибирской язвы поражает сельскохозяйственных и диких животных, которые вдыхают или поглощают споры на пастбищах. Заражение человека обычно происходит в результате контакта с больным животным или инфицированными продуктами и сырьем животного происхождения. В зависимости от способа передачи (контактный, ингаляционный, алиментарный) возникают кожные, респираторные или желудочно-кишечные формы. В своих исследованиях Hanczaruk M. с соавторами описывают другую форму, инъекционную, вызванную инъекцией героина, зараженного спорами сибирской язвы [5]. Наиболее эндемичными регионами мира являются страны Африки к югу от Сахары, Центральной Азии, Ближнего Востока и Южной Америки [6, 7]. В Казахстане сибирская язва регистрируется в виде спорадических случаев или небольших вспышек, так в 2016 году заражения животных и людей зарегистрирована в четырех областях Казахстана – в Алматинской, Восточно-Казахстанской, Павлодарской и Карагандинской, где ранее сибирскую язву не регистрировали [8]. Данные события способствовали обострению эпизоотической и, как следствие, эпидемической ситуации по сибирской язве в нашей стране. Несмотря на эндемичность заболеваний в Казахстане генетическое разнообразие циркулирующих штаммов не описано и отсутствуют полногеномные данные. Полученные результаты могут быть использованы медицинскими и ветеринарными учреждениями, осуществляющими контроль и эпидемиологический мониторинг за сибирской язвой и туляремией. В частности, при возникновении вспышки можно будет определить географическое происхождение штамма и скорректировать мероприятия направленные на ликвидацию вспышки.
Вторым важным направлением проекта является генотипирование штаммов Francisella tularensis выделенных на территории нашей страны. Туляремия является эндемичной инфекцией для Казахстана. Возбудитель туляремии Francisella tularensis является факультативным, внутриклеточным и зоонозным патогенном. Для данной инфекции выражена природная очаговость с периодически возникающими эпизоотиями, которая распространена на всех континентах Северного полушария. Существует 4 подвида F. tularensis: tularensis, holarctica, mediasiatica и novicida. Природные очаги туляремии существуют в Северной Америке, Европе, Австралии и значительной части Азии, которые характеризуются своей стойкостью и способностью аккумулировать данный вид бактерии, таким образом, образуя потенциальную угрозу для жителей, проживающих в эндемичных районах. Широкое распространение туляремии в Казахстане связано с его ландшафтно-географическими особенностями, способствующими укоренению возбудителя туляремии в природных условиях. В частности, наличие большого количества водоемов с богатыми растительностью берегами, благоприятными для обитания грызунов, в частности, основных носителей туляремийного микроба – водяной крысы, высоко восприимчивых и высокочувствительных к туляремии животных – обыкновенной и других видов полевок, домовой мыши и других грызунов, а также кровососущих членистоногих. Многообразие природных условий Казахстана обусловило наличие здесь природных очагов туляремии различных типов: предгорно-ручевого, пойменно-болотного, тугайного и степного. Ослабление уровня проводимых профилактических мероприятий привели к увеличению количества инфицированных туляремией, в основном, в очагах туляремии предгорно-ручьевого типа [9]. Каждый случай инфицирования расследуется и выделенный штамм коллекционируется в коллекции РГП на ПХВ «Национальный научный центр особо опасных инфекций имени Масгута Айкимбаева» (ННЦООИ). Тем не менее, генотипирование штаммов ранее не проводилось. 
Новизна темы заключается в том, что в рамках данного проекта создана коллекция ДНК 165 штаммов B. anthracis, генотипировано 165 штаммов методом MLVA-31. Создана карта распределения генотипов на территории, Казахстана которая может быть использована в эпидемиологическом мониторинге последующих вспышек. Получены полногеномные данные 75 штаммов B. anthracis. Проведено полногеномное секвенирование и изучено генетическое разнообразие 50 штаммов Francisella tularensis выделенных в Казахстане по одно нуклеотидным полиморфизмам всего генома. Анализ SNP полученных из полногеномных данных позволяет надежно выстраивать филогению и определять точное географическое расположение штаммов [10], кроме того, позволяет отойти от канонических устоев по историческому распространению возбудителя сибирской язвы в мире [3]. Опубликованные полногеномные данные циркулирующих штаммов B. anthracis на территории Казахстана, будут актуальны и для мировой науки при глобальном контроле за сибирской язвой. 
Цель исследований: 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.
Цель этапа НИР на 2019 год: Получение MLVA генотипов 162 штаммов Bacillus anthracis, отбор штаммов Bacillus anthracis из разных кластеров и полногеномное секвенирование, посев коллекционных штаммов Francisella tularensis.
Цель этапа НИР на 2020 год: анализ результатов полногеномных данных B. anthracis, выделение ДНК и полногеномное секвенирование 50 штаммов F. tularensis, публикация методических рекомендаций по генотипированию сибирской язвы и туляремии, депонирование выделенных штаммов бактерий.
Содержание исследований на 2020 год согласно календарному плану на 2020 год (Приложение А):
- Выделение ДНК из 50 штаммов Francisella tularensis;
- Анализ результатов полногеномного секвенирования не менее 25 штаммов Bacillus anthracis;

- Полногеномное секвенирование 50 штаммов Francisella tularensis. Подготовка и публикация методических рекомендаций по генотипированию сибирской язвы и туляремии;

- Анализ результатов полногеномного секвенирования 50 штаммов Francisella tularensis. Депонирование штаммов бактерий, выделенных в ходе выполнения проекта (Приложение Е). 
Метрологическое обеспечение НИР. Исследования проводятся на базе лаборатории прикладной генетики РГП на ПХВ «Национальный центр биотехнологии» КН МОН РК и РГП на ПХВ «Национальный научный центр особо опасных инфекций имени М. Айкимбаева» МЗ РК здравоохранения Республики Казахстан (далее - ННЦООИ). Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах – ТОО «Инфрадин». 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 «Национальный научный центр особо опасных инфекций имени М. Айкимбаева» (ННЦООИ им. 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 ННЦООИ им. М. Айкимбаева имеется необходимый набор лабораторных и производственных помещений, отвечающих требованиям противоэпидемического режима работы с возбудителями особо опасных инфекций (BSL-3).
Наименование подготовленных промежуточных отчетов:

1) Отчет о научно исследовательской работе по теме «Сравнительный анализ молекулярно-генетических особенностей геномов у возбудителей сибирской язвы и туляремии в Казахстане» за 2018 год, инвентарный номер 0218РК00228.

2) Отчет о научно исследовательской работе по теме «Сравнительный анализ молекулярно-генетических особенностей геномов у возбудителей сибирской язвы и туляремии в Казахстане» за 2019 год, инвентарный номер 0219РК00371.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР
1 Обоснование выбора направления

Точные знания генетического разнообразия микроорганизмов полезны для множества целей, включая понимание появления патогенов, отслеживание и контроль их распространения, а также для патентования штаммов, представляющих интерес в биотехнологическом производстве [11, 12, 13]. «Генетическая дактилоскопия» ДНК бактерий начала развиваться с момента понимания роли этой молекулы в хранение и наследовании генетической информации и улучшалась на протяжении развития технологий. Генотипирование на основе фрагментации ДНК с разделением фрагментов в гель-электрофорезе в импульсном поле (PFGE), случайной амплификации полиморфной ДНК (RAPD), полиморфизма длины рестрикционного фрагмента (RFLP) было заменено более простыми, более точными и воспроизводимыми (численными) методами, включая мультилокусный анализ множественных тандемных повторов (MLVA), мультилокусное сиквенс типирование (MLST) и типирование с выбранным однонуклеотидными полиморфизмами (canSNP) [14]. В настоящее время полногеномное секвенирование (WGS) бактериальных штаммов является самым дискриминационным методом генотипирования, однако все еще высокая стоимость самого секвенирования не позволяет использовать WGS в качестве основного метода генотипирования в настоящее время, особенно в развивающихся странах. В текущем переходном периоде высоко дискриминационные и дешевые методы генотипирования на основе ДНК могут быть использованы в качестве первичного метода для отбора штаммов на WGS, особенно в высокоэндемичных регионах, и в качестве недорогого метода для анализа контроля качества коллекций штаммов [15].

В переходный период лаборатории используют один или несколько методов из WGS, MLST, canSNP, MLVA и / или PFGE параллельно для ряда патогенов, чтобы проводить эпидемиологический контроль с учетом местных условий, возможностей и потребностей [16]. В этом отношении разработка методологии in-silico генотипирования на основе данных WGS и обеспечения обратной совместимости особенно полезна для патогенов, для которых MLVA и/или MLST считались «золотым стандартом» генотипирования, таких как Brucella spp, Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis и Neisseria meningitidis [17 - 20]. Проведение in-silico MLST на данных WGS несложно благодаря наличию соответствующих алгоритмов, что позволяет сравнивать полученные ранее результаты [21]. Получение релевантного in-silico профиля MLVA является более сложной задачей из-за возникновения ошибок при сборке коротких чтений и разрывов контигов в местоположениях VNTR [22]. Тем не менее, с увеличением длины считывания секвенирования становится возможным проводить in-silico MLVA с большей надежностью. Были разработаны простые скрипты для запуска in silico MLVA (https://github.com/i2bc/MLVA_finder). Файлы сборок FASTA (полные геномы или контиги) обычно используются в качестве входных данных. Для Brucella было установлено, что размер считывания 200 пар оснований или более позволяет правильно собрать массивы тандемных повторов для большинства локусов, используемых в анализе MLVA, и создать надежный профиль MLVA [23]. Стоит отметить, что доступные в настоящее время ассемблеры часто используют значения k-mer короче длины чтения, что может быть вредным при сборке массивов тандемных повторов и не позволяет в полной мере использовать длину чтения [24]. Генотипирование высокоопасных патогенов методами с разной дискриминационной способностью включая сибирскую язву и туляремию является важным компонентом мониторинга и контроля эпидемиологического благополучия страны. 
Bacillus anthracis - это спорообразующая грамположительная бактерия, вызывающая сибирскую язву, распространенная во всем мире. Сибирская язва – одно из особо опасных инфекционных заболеваний, поражающая широкий спектр видов домашних и диких животных, а также людей. Зооноз по-прежнему является эндемическим заболеванием во многих странах. Животные, особенно жвачные, заражаются при попадании в организм длительно сохранившиеся спор B. anthracis в почве во время выпаса [25]. Сибирская язва у людей часто носит профессиональный характер, при котором люди заражаются при контакте с инфицированными животными или зараженными продуктами животного происхождения, содержащие споры возбудителя сибирской язвы. В зависимости от типа воздействия у человека возникают три формы сибирской язвы: кожная (обычно не смертельная), желудочно-кишечная и ингаляционная, обе из которых могут быть потенциально смертельными [26]. Бактерия B. anthracis является основным потенциальным биологическим агентом, которая может использоваться в качестве биологического оружия.
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 [27]. Первые попытки генотипирования были затруднены, из-за генетической гомогенности вида и высокой клональной эволюции [28, 29]. Тем не менее, они позволили выявить более вариабельные маркеры - варьирующие по числу тандемные повторы (variable-number tandem repeat (VNTR)). Впервые для оценки генетической вариабельности возбудителя сибирской язвы среди изолятов собранных из разных стран мира была использована панель, включающая 8 VNTR маркеров (MLVA8). Проведенный анализ позволил разделить штаммы B. anthracis на основные филогенетические ветви А и B с наиболее крупными группами молекулярного разнообразия A1a, A3a, A4 и B1 [30]. MLVA8 применялся в многочисленных исследованиях при изучении генетического разнообразия B. anthracis во всем мире [31-34]. Это очень надежный и удобный тест, несмотря на его ограниченную дискриминационную способность для эпидемиологического анализа. В данную систему типирования входят 8 локусов 6 из которых хромосомные (vrrA, vrrB1, vrrB2, vrrC1, vrrC2 и CG3) и два плазмидных маркера (pXO1 и pXO2). Использование двух локусов, расположенных на плазмидах имеет два недостатка, а именно: во-первых, иногда отсутствуют плазмиды в полевых штаммах, а также в некоторых коллекционных штаммах [35, 36], а во-вторых, оба локуса имеют короткие (2 и 3 п.н.) повторяющиеся единицы и, следовательно, требуют высокоточного оборудования для определения размера фрагментов ДНК. Le Flèche P. с соавторами идентифицировали дополнительные локусы VNTR с более высокой дискриминирующей способностью. Предложил схему MLVA20 для B. anthracis, включая локусы MLVA8 без двух плазмидных маркеров и 14 дополнительных полиморфных маркеров (Bams1, 3, 5, 7, 13, 15, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 30, 31), которые значительно улучшили разрешающую способность метода. Определение размера фрагментов ДНК осуществлялось на стандартных агарозных гелях, окрашенных бромидом этидия, с использованием широкодоступным простым методом. Данная группа исследователей разработали базу данных микробных тандемных повторов (http://minisatellites.u-psud.fr) для облегчения идентификации и отбора тандемных повторов [37]. Для более быстрой и точной системы генотипирования B. anthracis Lista F. c соавторами предложили автоматизированный капиллярный метод, определения размеров локусов. Предложенная схема типирования состоит из 25 VNTR маркеров (MLVA25), включающая в себя маркеры MLVA8 и 14 дополнительных локусов, предложенных ранее Le Flèche et al. (bams01, 03, 05, 13, 15, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 30 и 31; не включен: bams07) и 4 новых маркера (bams34, 44, 51 и 53) [38]. Объединение всех VNTR локусов привело к формированию панели генотипирования MLVA31, которая включает все VNTR локусы, описанные в геноме B. anthracis, за исключением однонуклеотидных повторов [27, 28]. Гомоплазия VNTR локусов не позволяет проводить надежный филогенетический анализ. В связи с чем, была разработана панель канонических однонуклеотидных полиморфизмов canSNP, которые определяют три основные линии в пределах B. anthracis (A, B и C) и 12 сублиний [29] Комбинация анализа 31 VNTR маркера и 12 однонуклеотиных полиморфизма (SNP) позволяет получить данные достаточные для проведения молекулярно-эпидемиологического мониторинга и отслеживать географическое происхождение на глобальном уровне [39]. Для идентификации штамма или определенной линии с характерным географическим распространением чаще используется полногеномное секвенирование и филогенетический анализ на однонуклеотидных полиморфизмах всего генома [40,41].
Большое количество очагов и стационарно неблагополучных по сибирской язве населенных пунктов (СНП) [42, 43], длительное сохранение спор в окружающей среде, животноводческая ориентация сельского хозяйства, урбанизация территории являются основными причинами неблагополучия по сибирской язве, в результате чего почти ежегодно имеют место спорадические случаи заболевания сельскохозяйственных животных и людей в Казахстане [44]. В 2000–2018 гг. в восьми областях нашей страны зарегистрировано 85 случаев заболевания сельскохозяйственных животных, 74 случая заболевания людей сибирской язвой, при котором относительный показатель заболеваемости людей составил от 0,01 до 0,24 на 100 тысяч населения [45]. 
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 генетической информацией циркулирующих на территории Казахстана штаммов, будут актуальны также для мировой науки при глобальном контроле за сибирской язвой.
Вторым важным направлением проекта является генотипирование штаммов Francisella tularensis, возбудителя зооантропонозной инфекции туляремии. Среди диких животных отряды мелких грызунов и зайцеобразных считаются ключевыми природными резервуарами данной бактерии. Возбудитель туляремии принадлежит к семейству Francisellaceae, роду Francisella [46]. F. tularensis подразделяется на три подвида, из которых наиболее патогенным для человека является F. tularensis subsp. tularensis, распространенный в Северной Америке, с единственным штаммом, описанным в Европе [47, 48]. Вдыхание 10 колониеобразующих единиц (КОЕ) достаточно для заражения людей F. tularensis subsp. tularensis, при этом от 30 до 60% случаев без определенной терапии, может закончиться летальном исходом. F. tularensis subsp. holarctica, распространена в большей части северного полушария, менее патогенна для человека [49, 50]. В подвиде holarctica выделяют три биологических варианта: биовар I (эритромицин-чувствительный (EryS)), биовар II (эритромицин-резистентный (EryR)), и японский биовар (bv. Japonica) выделенный на территории Японии. На данный момент известны два вакцинных штамма возбудителя туляремии, полученные от подвида F. tularensis subsp. holarctica: вакцинный штамм F. tularensis 15 НИИЭГ применяемый в ряде стран СНГ и штамм F. tularensis LVS (Live Vaccine Strain) используемый в США и в странах Западной Европы. Однако применение данных штаммов при вакцинации не защищает от аэрозольного заражения высоковирулентным штаммом и F. tularensis subsp. tularensis. F. tularensis subsp. mediasiatica, присутствующие в Центральноазиатском регионе и на юге Сибири, не были связаны с инфекциями человека [51]. F. novicida когда-то была предложена как подвид на основании ее высокого генетического сходства (97%) с F. tularensis, но это определение противоречиво и сбивает с толку с точки зрения экологии, эволюции и метаболизма [52, 53]. F. novicida, обнаруженная в Северной Америке и Австралии, слабо вирулентна и может вызывать заболевание у людей с иммуносупрессией [54]. Эволюция F. tularensis носит клональный характер [55] и представляет собой монофилетическую линию в отличие от novicida, которая представляет собой явную внешнюю группу с совершенно другим поведением [52]. Географическое происхождение и дата появления F. tularensis неизвестны из-за способности перемещаться на большие расстояния и очень низкой частоты мутаций [55]. Клональная эволюция F. tularensis позволяет использовать выбранные однонуклеотидные полиморфизмы, обычно называемые canSNP [29], для надежного обозначения подлиний. Подвид holarctica на основании canSNP в настоящее время подразделяется на четыре клады, обозначенные: B.16 (псевдоним Japonica), B.4, B.6 и B.12. B.4 является доминирующей линией holartica в Северной Америке, B.6 - в Западной Европе, а B.12 - в Азии и Восточной Европе [56]. Имеющиеся в настоящее время данные о сублинии B.6 holarctica в Западной Европе позволяют предположить, что Западная Европа была заражена из Восточной Европы [55, 57]. Географическое распространение mediasiatica, которое до сих пор было обнаружено только в Центральной Азии [51], и генетическое разнообразие, наблюдаемое для holarctica в Китае [58, 59] и Турции [60] может свидетельствовать об азиатском или центрально азиатском происхождении вида.
Заболеваемость туляремией регистрируется в виде спорадических случаев, с нерегулярными вспышками. Природные очаги туляремии существуют в Северной Америке, Европе, Австралии и значительной части Азии, которые характеризуются своей стойкостью и способностью аккумулировать данный вид бактерии, таким образом, образуя потенциальную угрозу для жителей, проживающих в эндемичных районах. Швеция и Финляндия являются эндемичными странами по туляремии, в которых регистрируются спорадические случаи заболевания. В 2019 году в северных и центральных районах Швеции произошла самая крупная вспышка туляремии за последние 50 лет в этой стране, зарегистрировано в общей сложности 979 случаев заболевания. Большинство зараженных лиц оказались инфицированы в результате комариных укусов. [61]. В Турции с 2005 по 2016 год зарегистрировано 6568 случаев, основными источниками данного заболевания являлись контаминированная вода и пища [62]. В 2015 году в США обнаружено 235 случаев туляремии с одним смертельным исходом [63]. В Германии ежегодно регистрируется 20–40 случаев туляремии, причем с 2005 года их число увеличивается, что указывает на то, что туляремия является редким, но вновь возникающим заболеванием [64]. Природные очаги туляремии находятся на территории 12 областей Казахстана, кроме Туркестанской и Мангыстауской областей, общее количество заболевших людей туляремией в 2001-2014 годы составило 64 случая [65]. 
Прогресс в классической микробиологии и молекулярных методах изменили как уровень разрешающей способности, так и основу дифференцировки и группирования штаммов F. tularensis. Проведение идентификации F. tularensis обычными методами является трудной задачей перед исследователем. Наибольшей дискриминационной способностью и воспроизводимостью в отношении F. tularensis обладают методы, основанные на анализе ДНК, успешно применяемый в изучении разнообразия изолятов F. tularensis циркулирующих в различных географических регионах. Метод позволяет отследить место происхождения штаммов и дифференцировать естественные и искусственно созданные вспышки. Молекулярные методы генотипирования штаммов микроорганизмов, начиная от относительно нечувствительных методов до полногеномного секвенирования, используются для диагностики, исследования популяционной динамики, прогноза распространения возбудителя туляремии. 
Проведение сравнительного анализа генетических признаков возбудителя сибирской язвы, туляремийного микроба поможет оптимизировать диагностику, эпидемиологический мониторинг при расследовании вспышек инфекции, случаях биотеррористических актов, улучшить профилактику по защите животных (изготовление вакцин), выявить связь генотипов с географическим регионом, почвенным покровом, природно-климатическими факторами, вирулентностью. Что будет иметь большой социально экономический эффект, связанный с улучшением контроля за инфекцией и совершенствованием способов борьбы.  Полученные нуклеотидные последовательности полных геномов и MLVA профили опубликованные в базах данных с открытым доступом, позволят любому ученному использовать данные с указанием авторства. Кроме того, разработаны методические рекомендации по генотипированию возбудителей сибирской язвы и туляремии и осуществлена рассылка электронных вариантов в учреждения, занимающиеся диагностикой и мониторингом данных инфекций. 
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 и Francisella tularensis проводились на базе РГП на ПХВ «Национальный научный центр особо опасных инфекций имени М. Айкимбаева» (ННЦООИ). Сотрудники центра имеют большой опыт реализации международных проектов, направленных на изучение фенотипических и молекулярно-генетических особенностей возбудителей сибирской язвы и туляремии, а также на проведение эпидемиологических и эпизоотологических исследований в очагах данных заболеваний. Уровень биологической безопасности ННЦООИ позволяет проводить заявленные исследования. Лаборатории ННЦООИ имеют все необходимые разрешения на работу с возбудителями 1 и 2 групп патогенности.
В работе были использованы 165 коллекционных штаммов B. anthracis, и 55 коллекционных штаммов Francisella tularensis депонированных в ННЦООИ. 

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 37°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 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 «ННЦООИ им. М. Айкимбаева» МЗ РК. 
2.2.3 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.

2.2.4 Подбор праймеров

Праймеры подбирали к выровненным нуклеотидным последовательностям 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.
2.2.5 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 [66] 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)  [67].

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 v2.6.0 (Applied Biosystems). Полученные нуклеотидные последовательности 16S rRNA гена были идентифицированы относительно доступных нуклеотидных последовательностей, депонированных в базах данных GeneBank (www.ncbi.nih.gov), используя алгоритм BLAST [68]. Идентификация была осуществлена относительно инвентарных номеров GeneBank первых трех нуклеотидных последовательностей, имеющих максимальное совпадение.

Для видовой идентификации был использован мультиплексный ПЦР предложенный ранее Ramisse V. с соавторами [69]. 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.
2.2.6 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.

2.2.7 MLVA типирование B. anthracis
Для генотипирования использовали MLVA31, панель включает 31 VNTR локус из MLVA8, MLVA15 и MLVA25 [27, 30, 38, 70]. С учетом типа используемого оборудования, реактивов была проведена оптимизация флуоресцентных красителей для отдельных праймеров, распределение праймеров по реакционным смесям и составу реакционных смесей, которые описаны в нашей  статье [71]. 

С целью верификации локусов было проведено определение прямой нуклеотидной последовательности анализируемых локусов у 4 штаммов, которые в последующем использовались в качестве референтных штаммов. Для секвенирования локусов CG3, BaVNTR12, BaVNTR19, BaVNTR35, BaVNTR16, BaVNTR23, BaVNTR17, vrrB1, pX01, pX02, and vrrB2 использовали дополнительно подобранные праймеры [71]. Остальные локусы были секвенированы праймерами используемыми в MLVA только без флуоресцентной метки.

2.2.8 Полногеномное секвенирование 
Отобранные и выделенные образцы B. anthracis и F. tularensis были использованы для полногеномномного секвенирования. Пробоподготовка проводилась при помощи набора приготовления ДНК библиотек Nextera® XT DNA Library Preparation Kit (Catalog # FC-131-1024) (Illumina, USA), в соответствии с инструкциями производителя. Секвенирование проводилось на платформе MiSeq (Illumina, USA) с использованием химических реагентов MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles PE (Catalog # MS-102-3003) и MiSeq Reagent Kit v2, 500 Cycles PE (Catalog # MS-102-2003) (Illumina, USA).
2.2.9 Биоинформатический анализ результатов полногеномного секвенирования 
Оценку сырых данных полногеномного секвенирования проводилось с использованием программ FastQC v0.11.7 [72] и Multiqc v1.8 [73]. Построение минимального остовного дерева (MST) проводилось с использованием коммерческого программного обеспечения BioNumerics v8.0 (Applied Maths, Belgium).
3 Результаты исследования

3.1 Выделение ДНК из 50 штаммов Francisella tularensis
В работе были использованы 50 штаммов Francisella tularensis депонированные в РГП на ПХВ «ННЦОИ имени Масгута Айкимбаева». Штаммы были выделены из 7 областей Казахстана (Рисунок 1). Наибольшее количество штаммов выделено из Западно-Казахстанской, Алматинской  и Актюбинской областей. 
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Рисунок 1 – Географическое распределение изоляции штаммов F. tularensis
Выборка штаммов представлена двумя подвидами F. tularensis зарегистрированными в Казахстане: holartica и mediasiatica. Штаммы выделены из 7 областей из разных объектов включая резервуары (водоемы), переносчиков и окончательных хозяев с 1952 по 2018 годы  приведены в Приложении Б .
Выделение ДНК из инактивированных бактериальных суспензий проводилось с помощью набора реактивов для экстракции ДНК «QIAamp DNA Mini Kit» производства фирмы QIAGEN (США) согласно инструкции производителя. 

Количественная и качественная оценка выделенных ДНК проведена спектрофотометрическим методом. Во всех образцах установлена высокая степень очистки, на что указывает соотношение длин волн 260/280 в среднем диапазоне 1,8. Концентрация ДНК варьировала от 2 до 169 нг/мкл. Таким образом, в отчетном периоде была сформирована коллекция ДНК 50 штаммов ДНК F. tularensis, пригодных для молекулярно генетического анализа.

Для исключения контаминации и видовой 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, вида F. tularensis. Высокий консерватизм нуклеотидной последовательности 16S rRNA гена не позволяет проводить подвидовую идентификацию F. tularensis, однако позволяет исключить контаминацию ДНК различными видами бактерий.
3.2 Анализ результатов полногеномного секвенирования штаммов Bacillus anthracis
В рамках выполнения проекта было проведено генотипирование штаммов Bacillus anthracis депонированных в коллекции РГП на ПХВ «Национальный научный центр особо опасных инфекций имени Масгута Айкимбаева» (ННЦООИ). Для генотипирования штаммов было использовано два подхода MLVA31 и полногеномное секвенирование. При этом MLVA был использован в качестве скринингового метода для отбора штаммов на полногеномное секвенирование. В подаваемой заявке был заявлен метод MLVA генотипирования основанный на 25 VNTR локусах, однако самым дискретным считается метод генотипирования с вовлечением все 31 VNTR локуса (включая заявленные 25 VNTR локусов). Поэтому в рамках выполнения проекта был использован MLVA31. Генотипирование с использованием MLVA31 было основано на амплификации нескольких VNTR локусов в одной реакции, используя праймеры меченные различными флуоресцентными метками и последующим разделением на капиллярном форезе (DNA analyzer 3730xl). 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 [74]. 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 [75]. Корректировку получаемого профиля можно проводить на основании получаемых значений MLVA генотипов референтных штаммов, например, Ames. В виду отсутствия рефренного штамма на этапе оптимизации условий MLVA генотипирования было проведено секвенирование аллелей 31 VNTR локуса. Определение нуклеотидной последовательности аллелей позволило верифицировать данные получаемые при капиллярном электрофорезе, а также позволило определить штаммы с известными аллелями, которые были использованы для нормализации результатов при каждом запуске прибора. 
Верифицированный протокол MLVA31 генотипирования был использован для генотипирования 162 штаммов (отчет проекта 2018-2019 года), при этом в 7 штаммах в нескольких гипервариабельных локусах (Bams15, Bams3, Bams5, GS3, vrrC1, Bams13, pX01, Bams30) было установлено наличие двух аллелей что указало на контаминацию образцов (рисунок 3).
Данные образцы были удалены из последующего анализа.
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Наименование локусов указано в верхнем левом углу каждой фореграммы.

Рисунок 3 – Контаминация VNTR локусов в образце №70

Из оставшихся 155 штаммов, 154 штамма выделены в Казахстане из клинического материала людей, животных или объектов внешне среды при локальных вспышках и при плановом обследовании. 1 штамм выделен в Киргизстане от человека в 1978 году. Штаммы собраны в 10 из 14 областей Казахстана в период с 1952 по 2016 годы. Для 22 штаммов, выделенных в период 1952-1991 годы эпидемиологическая информация отсутствует. Оставшиеся 122 штамма из Казахстана выделены из 36 вспышек для 34 из которых имеются краткое эпидемиологическое описание. Данные об эпидемической и эпизоотической ситуации получены из архивных фондов, «Кадастра стационарно неблагополучных по сибирской язве населённых пунктов» (Алматы, 2019 г.) [76], статей и неопубликованных данных авторов. В 33 из 34 вспышек установлено заболевание 133 человек 8 из которых умерли, при этом в 31 вспышке заражение людей произошло при вынужденном убое больных животных с последующей разделкой мяса и только 2 вспышки в которых инфицировано по 1 человеку связаны с профессиональной деятельностью. В 22 из 31 вспышки источником инфицирования являлся КРС, в 3-х вспышках лошади, в 2-х вспышках овцы и в 4-х вспышках были вовлечены несколько видов животных. 

В пяти образцах (под индивидуальным номером KZ_7, KZ_37, KZ_84, KZ_90 и KZ_98) не удалось получить значения локуса pX01. В образцах под индивидуальными номерами KZ_65, KZ_76 и KZ_77 не удалось получить значения VNTR локусов локализованных на плазмиде pX02 (pX02, VNTR16 и VNTR17). В образцах с инвентарными номерами KZ_173-KZ_186 не удалось получить значения локуса Bams34. Значения остальных локусов были получены для всех анализируемых штаммов. 

MLVA31 кластеризовал 155 анализируемых штаммов в 35 генотипов, из которых 9 представлены единичными штаммами (рисунок 4).
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Рисунок 4 – Кластерный анализ 155 штаммов B. anthracis на основании MLVA31, лист 1
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Рисунок 4, лист 2
Семьдесят пять штаммов были отобраны для полногеномного секвенирования. Сформированная выборка охватывает все эпидемиологическое разнообразие с точки зрения MLVA31 генотипирования, географического происхождения и года изоляции. Полногеномные данные были использована при ретроспективном расследовании вспышек и анализе распределения генотипов в Казахстане.
3.2.1 Ретроспективный анализ вспышек сибирской язвы на основе геномных данных
В рамках выполнения проекта был проведен ретроспективный анализ штаммов из двух вспышек сибирской язвы, зарегистрированных в 2009 году в Западно-Казахстанской области. В июне 2009 года вспышки сибирской язвы произошли в Байтерекском и Бурлинском районах. Расстояние между очагами составляет 118 км, при этом очаги расположены в непосредственной близости от основных дорог, что предполагало возможность передачи штаммов между Байтерекским и Бурлинским районами [77]. В обоих вспышках источником заражения человека был крупно рогатый скот, забитый без ветеринарного осмотра. Восемь штаммов были выделены из очага Бурлинского района, от крупного рогатого скота или человека (один штамм). Девять штаммов были выделены из очага Байтерекского района, штаммы были выделены из почвы с места убоя и из клинических образцов (5 штаммов). Все штаммы были идентифицированы как B. anthracis на основании культуральных и морфологических характеристик.

Генотипирование MLVA проводили с использованием 31 локуса VNTR. Наблюдались два генотипа, генотип (4-20-14-57-21-1-9-7-13-30-7-30-45-10-16-11-11-13-14-75-64-9 -8-9-8-6-20-5-5-4-4), общий для всех штаммов Бурлинского района и генотипа (4-20-14-53-17-2-7-9-16-26-7-70-24-10-16-11-11-13-14-57-64-11-8-9-8-6-20-4-4-4-5), характерный для всех штаммов из Байтерекского района. Согласно базе данных MLVA на http://microbesgenotyping.i2bc.paris-saclay.fr/, генотип Бурлинского района принадлежит к A.Br.008/009, тогда как генотип Байтерекского района относится к линии Ames / Sterne. Для секвенирования были отобраны штаммы KZ-100 (Бурлинского района, выделен из мяса КРС), KZ-107 (Байтерекского района, выделен из карбункула человека) и KZ-114 (Байтерекского района, выделен из почвы с места убоя). 

В результате сборки были получены 42, 85 и 178 контигов со значениями N50 378397, 121323 и 64674 п.н., общим размером генома 5449226, 5438930 и 5429451 п.н., средним покрытием 55 ×, 49,5 × и 59,9 × для штаммов B. anthracis KZ-100, KZ-107 и KZ-114 соответственно. Присутствие плазмид pXO1 и pXO2 было подтверждено типированием MLVA и выравниванием собранных контигов с эталонными последовательностями (Ames Ancestor) с использованием BLAST + v2.6.0 [78]. Аннотацию генома выполняли с помощью NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP v4.13) [79]. 5364, 5343 и 5343 кодирующих последовательностей (CDS) было предсказано для штаммов B. anthracis KZ-100, KZ-107 и KZ-114 соответственно.

Анализ CanSNP с использованием CanSNPer v1.0.10 [80] подтвердил принадлежность штамма KZ-100 как A.Br.008/011 и штаммов KZ-107 / KZ-114 к генетической группе A.Br.Ames. Штаммы B. anthracis KZ-107 и B. anthracis KZ-114 различаются между собой тремя однонуклеотидными полиморфизмами, что подтверждает их общий источник происхождения (рисунок 5). Насколько нам известно, это первый отчет о выделении штаммов B. anthracis отнесенных к генетической группе A.Br.Ames в Западном Казахстане [81].
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Рисунок 5 - Филогенетическое дерево на основе wgSNP трех штаммов из Казахстана, KZ-100, KZ-107 и KZ-114
3.2.2 Филогенетический анализ штаммов B. anthracis циркулирующий в Казахстане на основании полногеномных данных
Анализ канонических однонуклеотидных полиморфизмов (canSNP) позволил классифицировать анализируемые 75 штаммов в 5 генотипов (таблица 1). При анализе было установлена идентичность кластеризации штаммов с использованием MLVA31 и canSNP, то есть штаммы из того же кластера MLVA31 кластеризовались в один и тот же генотип по canSNP, что позволило экстраполировать назначение генотипов canSNP на всю коллекцию из 155 штаммов.
Таблица 1 – Распределение генотипов на основании данных canSNP
	Идентифицированные генотипы с canSNP
	Количество генотипов в секвенированных штаммах (%)
	Количество генотипов во всей выборке штаммов (%)

	A.Br.008/011
	64 (85,33)
	114 (73,55)

	A.Br.Ames
	5 (6,67)
	16 (10,32)

	A.Br.001/002
	2 (2,67)
	11 (7,1)

	B.Br.001/002
	2 (2,67)
	12 (7,74)

	Vollum
	2 (2,67)
	2 (1,29)

	Всего
	75 
	155


В нашем исследовании большая часть штаммов относится к линии A.Br.008/011, данный генотип входит в «транс-евразийскую» группу, которая встречается во всем мире. Но наблюдается значительное отличие в пропорциональном распределении генотипов. Например, в южной части Африки преобладают штаммы подгруппы A.Br.Vollum, тогда как в Европе доминируют изоляты из подгруппы A.Br.008/009. В Западной и Юго-Центральной Азии (Турция, Индия) и западном Китаем преобладают генотипы, принадлежащие A.Br.Aust94, тогда как в центральном и восточном Китае преобладают изоляты, принадлежащие к подгруппам A.Br001 / 002 и A.Br.Ames [29, 82]. 
Филогенетический анализ выполненный Sahl с соавторами позволил разделить подгруппу A.Br.008/011 на 6 сублиний [83]. Из 64 секвенированных штаммов входящих в подгруппу A.Br.008/011 50 относятся к линии STI, 8 к «Цианковскому» и 6 к линии «Героин».

Филогенетический анализ приведенный на рисунке 6 показывает, что линия STI дополнительно разделена на шесть линий, три из которых представлены только казахстанскими штаммами из настоящего исследования. Ранее описанная подлиния LP51_4Ya [84] представлена двумя штаммами из Западно-Казахстанской и Туркестанской областей, а также штаммом, извлеченным из вечной мерзлоты в Якутии. Самая многочисленная подлиния под названием KZ79 включает в себя только штаммы из Казахстана, а также вакцинный штамм STI-82. Сублиния K2129 отсутствует в Казахстане и почти исключительно представлена штаммами из Китая, за исключением штамма из Венгрии.
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Рисунок 6 - Анализ штаммов в ходящих в генетическую подгруппу STI
Восемь штаммов, отнесенных к сублинии "Цианковский" выделены на территории Западно-Казахстанской (7 штаммов) и Туркистанской областей (1 штамм). Они сгруппированы в монофилетическую линию, наиболее близкую к штамму 81/1, выделенному в 1969 году на Ставрополье [85] (рисунок 7). 
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Рисунок 7 - Анализ штаммов в ходящих в генетическую подгруппу "Цианковский"
Шесть штаммов выделенные в Казахстане и отнесенные к сублинии «Героин» группируются вместе в новую глубокую ветвящуюся подлинию. Важно подчеркнуть, что все данные штаммы выделены только с территории Южного Казахстана (рисунок 8).
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Рисунок 8 - Анализ штаммов в ходящих в генетическую подгруппу «Героин»
Всего пять секвенированных штаммов, выделенных в Казахстане, относятся к сублинии A.Br.Ames и 2 штамма к сублинии A.Br.001 / 002. На рисунке 9 показано относительное положение штаммов выделенных в Казахстане с 54 дополнительными штаммами отнесенными к сублиниям A.Br.Ames и A.Br.001 / 002. На рисунке 9 видно, что 61 анализируемый штамм формирует политомию с 7 ветвями, исходящими из центральной точки. Два штамма выделенные в Казахстане являются единственными представителями одной из ветвей политомии. Пять других штаммов из Казахстана принадлежат к подгруппе Ames. 
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Рисунок 9 - Анализ штаммов в ходящих в генетическую подгруппу A.Br.Ames и A.Br.001 / 002
Подгруппа Ames была детально охарактеризована Simonson c соавторами. Штаммы KZ68 и KZ72 находятся в том же положении с точки зрения SNP, что и A0580 на рисунке 10 из статьи Simonson с соавторами. Штамм KZ42 расположен в той же позиции, что и A0585. Интересно, что штаммы KZ107 и KZ114 расположены между «A0728» и «Texas Goat». Следовательно, эти два штамма определяют новую ближайшую точку ветвления перед экспортом в Северную Америку, предположительно в начале 19-го века [82]. 
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Рисунок 10 - Взаимосвязь между штаммом Ames с генетическими близкими штаммами из мировой коллекции (адаптировано из [97])
Два штамма Bacillus anthracis выделенные на территории Павлодарской области в 2016 году отнесены к генетической линии B.Br.001/002, всего 1 нуклеотид разделяет два штамма. Их ближайшими соседями являются штаммы, недавно выделенные из вечной мерзлоты в Сибири [84] (рисунок 11).
[image: image12.jpg]Kazakhstan
sublineage

B-branch
B saooue 34 strains
S 2180 SNPs

B ssrkuger

Tree size 2181




Рисунок 11 - Анализ штаммов в ходящих в генетическую подгруппу B.Br.001/002
Таким образов в рамках выполняемого проекта было изучено генетическое разнообразие коллекционных штаммов Bacillus anthracis выделенных на территории Казахстана. Составлена карта генетического разнообразия штаммов Bacillus anthracis Казахстана по массиву SNP полученных с полногеномных данных (Приложение В)
3.3 Полногеномное секвенирование 50 штаммов Francisella tularensis. Подготовка и публикация методических рекомендаций по генотипированию возбудителей сибирской язвы и туляремии 
В рамках проекта было проведено полногеномное секвенирование 50 штаммов F. tularensis, количество прочтений которых варьировалось от 347926 до 1219022 чтений на образец. На рисунке 12 представлены результаты оценки понуклеотидного качества сырых данных прочтений.
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А – график качества прочтений на протяжении 300 циклов секвенирования; Б – график количества прочтений и их значения по шкале Phred.
Рисунок 12 – График качества сырых прочтений 50 штаммов F. tularensis
Согласно результатам оценки сырых данных прочтений, точность секвенирования равна не менее 99,9% (Рисунок 12, А). 

Остальные разделы анализа сырых данных, представленные на рисунке 13, также указывают на высокое качество прочтений: низкое содержание N (неопределенных) нуклеотидов (А); низкое содержание последовательностей адаптеров (Б); малое соотношение уровня дупликации прочтений по отношению к уникальным прочтениям генома (В); содержание GC оснований (GC%) в прочтениях соответствуют нормальному распределению и в среднем состовляет 32,3% (Г).
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А – содержание «N» (неопределенных) нуклеотидов; Б – содержание последовательностей адаптеров; В – уровень дупликации последовательностей; Г – содержание GC оснований в прочтениях

Рисунок 13 – Графики анализа качества сырых прочтений 50 штаммов F. tularensis
В целом, полученные данные удовлетворяют необходимым критериям для проведения комплексного сравнительного геномного анализа штаммов F. tularensis циркулирующих в Казахстане.
В период реализации проекта были подготовлены и опубликованы методические рекомендации по MLVA типированию штаммов Bacillus anthracis и Francisella tularensis (Приложение Г, Д). Методические рекомендации могут быть рекомендованы для специалистов медицинских и ветеринарных лабораторий.
3.4 Анализ результатов полногеномного секвенирования 50 штаммов Francisella tularensis 
Природные резервуары туляремии зарегистрированы в 12 из 14 областей Казахстана, а общая площадь эндемичных территорий составляет около четверти территории страны (552 тыс. км2). За 90 лет (1928-2018) в Казахстане было зарегистрировано около 10 000 случаев заболевания туляремией людей. Большинство случаев произошло в 1950-е годы и было вызвано трудовой миграцией не привитого населения в эндемичные районы [86]. Большинство крупных вспышек с вовлечением от 105 до 1791 пациентов были зарегистрированы в 1928-1970-х годах. Улучшение санитарных условий и плановая вакцинация снизили заболеваемость туляремией до единичных случаев [87, 88]. Тем не менее, Восточно-Казахстанская, Акмолинская, Западно-Казахстанская, Актюбинская, Северо-Казахстанская и Павлодарская области остаются самыми неблагополучными, о чем свидетельствуют периодические эпизоотии у грызунов [89]. Штаммы F. tularensis subsp. holarctica обычно изолируют как минимум от 26 видов позвоночных, включая людей, грызунов, зайцев и птиц, а также беспозвоночных переносчиков (кровососущих насекомых и членистоногих) из естественных местообитаний по всему Казахстану. Также штаммы F. tularensis subsp. mediasiatica изолированы в Алматинской и Жамбылской областях от грызунов, зайцев и беспозвоночных переносчиков.

Из-за эндемичности туляремии в Казахстане за последние семьдесят лет были проведены обширные полевые работы. Эта работа позволила нанести на карту ряд природных очагов по всей стране и сформировать коллекцию штаммов. Однако в настоящее время имеется мало информации о генетическом разнообразии циркулирующих штаммов. Настоящий отчет является вкладом в восполнение этого пробела. В результате сравнительного анализа по SNP всего генома и данных отбора образцов 10 штаммов были исключены из дальнейшего анализа. Из оставшихся 40 штаммов 1 штамм был идентифицирован как F. tularensis subsp mediasiatica. А 39 штаммов идентифицированы как F. tularensis subsp holartica. Мы применили полногеномное секвенирование, а также генотипирование MLVA in vitro на соответствующей подгруппе из 39 штаммов F. tularensis subsp holartica, выделенных в Казахстане. Мы сравнили данные MLVA in vitro и in silico, полученные из данных WGS, а также кластеризацию, достигнутую с помощью MLVA и анализа однонуклеотидных полиморфизмов всего генома (wgSNP). Панель из семи локусов VNTR, которые могут быть амплифицированы в одной реакции ПЦР и хорошо адаптированы к генетическому разнообразию, наблюдаемому в Казахстане, была определена с целью обеспечения скринингового генотипирования, пригодного для использования в больших масштабах. Это первый отчет с данными WGS для штаммов holarctica из Казахстана.

3.4.1 Анализ результатов полногеномного секвенирования штамма F. tularensis subsp mediasiatica 

Francisella tularensis subsp. mediasiatica - наименее изучен среди четырех подвидов F. tularensis. В рамках выполнения проекта мы провели полногеномное секвенирование и анализ данных штамма F. tularensis subsp. mediasiatica 240. Штамм был выделен из суспензии клеща отловленного в Жамбылской области в 1982 году. 

Сборка генома с использованием Skesa версии 2.3.0 позволило сформировать 75 контигов общей протяженностью 1791721 пар нуклеотидов, среднее покрытие составляло 71x, значение N50-35408 и GC состав 32,33%. Аннотации генома выполнялись с помощью веб-сервиса RAST и схемой аннотации RASTtk с параметрами по умолчанию [90]. В результате было обнаружено 1968 генов, кодирующих белки, из которых 493 являются гипотетическими, а также 38 открытых рамок считывания, кодирующих РНК. На основании однонуклеотидных полиморфизмов всего генома было построено дерево методом максимальной экономии (рисунок 14).
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Рисунок 14 – Дерево построенное методом максимального правдоподобия на однонуклеотидных полиморфизмах всего генома штаммов F. tularensis subsp. mediasiatica
Полногеномные данные отобранных штаммов и штамма F. tularensis subsp. mediasiatica 240 (обозначен красным) были картированы на эталонном геноме SCHU S4 (номер сборки GCA_000008985). В результате было сгенерировано 10953 однонуклеотидных полиморфизмов, размер дерева 11027 (гомоплазия 0,67%). Анализируемый штамм F. tularensis subsp. mediasiatica 240 кластеризовался со штаммами подтипов MI. Между ветвями M.I и M.II от точки ветвления 70 и 44 однонуклеотидных полиморфизма, красная звезда показывает точку ветвления в сторону подвида novicida. Важно подчеркнуть что к подтипам MI также отнесены штаммs FSC147 и FSC148 выделенные в Казахстане [91], в то время как подтипы MII на данный момент представлены исключительно штаммами выделенными в Сибири [92].
3.4.2 Анализ результатов полногеномного секвенирования штамма F. tularensis subsp holartica 
Данные полногеномного секвенирования (WGS) от 39 штаммов F. tularensis subsp holartica выделенных в Казахстане, были использованы для филогенетического анализа с использованием однонуклеотидных полиморфизмов всего генома (wgSNP) вместе с общедоступными данными WGS. На рисунке 15 показана популяционная структура подвида holarctica, исключая самую базальную линию holarctica Japanica (в настоящее время обозначается как B.16). Три генетические группы B.4, B.6 и B.12 четко разделены. Расстояния от корня, обозначенного красной звездочкой, до вершины очень похожи. Каждая из трех генетических групп сама по себе разделена на ограниченное количество подгрупп. Генетические группы показывают сильную географическую связь, за исключением B.12, в которой особенно не имеют четкой географической привязанности подгруппs B.23 и B.42. Генетическая группа B.6 не обнаружен в Казахстане в настоящей коллекции.
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Рисунок 15 – Дерево, построенное методом максимального правдоподобия на однонуклеотидных полиморфизмах всего генома штаммов F. tularensis subsp. holarctica
Шесть штаммов, выделенных в 1951–1989 гг. В Восточно-Казахстанской, Акмолинской, Алматинской и Карагандинской областях, определяют новую базальную ветвь внутри клады holarctica B.4 (Рисунок 16 ). Остальная часть группы B.4 разделена на две подгруппы, одна демонстрирует сильную географическую связь с Северной Америкой, а другая - с Россией и Западной Европой. Расширения ветвей от корня B.4 до вершин аналогичны и варьируются от 46 однонуклеотидных полиморфизмов SNP до 56 SNP.
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Рисунок 16 – Дерево построенное методом максимального правдоподобия на однонуклеотидных полиморфизмах всего генома штаммов генетической группы B4
Все остальные штаммы принадлежат к кладе holarctica B.12. Шестнадцать принадлежат субкладе B.12_B.23 и семнадцать - субкладе B12_B.42 [93]. Рисунок 17 показывает, что идентичные полногеномные SNP-генотипы наблюдаются у штаммов, собранных в отдаленных местах в разное время: штамм Tul-92_KZ, собранный в Западном Казахстане в 1988 году, идентичен штамму Tul-97_KZ, собранному в Павлодарской области в 2013 году, т.е. двадцать пять лет спустя на расстоянии более тысячи километров; один SNP отделяет Tul-13_KZ, собранный в 2012 году в Западном Казахстане, от Tul-71_KZ, собранного 49 годами ранее в Алматинской области; или Tul-52_KZ, выделенный в 2013 году в Актобе, от Tul-135_KZ, изолированного шестьюдесятью годами ранее в Алматинской области. В обоих случаях самый последний штамм идентичен предковому генотипу, а единственный SNP в новом генотипе представляет собой замену G на A, что согласуется с ранее наблюдаемыми мутациями A на T [55]. Это указывает на то, что идентичный профиль wgSNP может сохраняться в течение двадцати пяти лет, и подтверждает предыдущие наблюдения идентичных генотипов wgSNP у штаммов, собранных в Швеции с разницей в 15 лет [94], а также во Франции, Швейцарии и Германии с разницей в 31 год [95]. Некоторые ответвления демонстрируют сильную географическую однородность, в частности, группа из шести штаммов B.23, выделенных в Западном Казахстане. Самый близкий штамм (от семи до 14 SNP) среди общедоступных данных WGS - это штамм NO-18/2011, выделенный в Норвегии. 
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Рисунок 17 – Дерево построенное методом максимального правдоподобия на однонуклеотидных полиморфизмах всего генома штаммов генетической группы B12
Напротив, одиннадцать штаммов, происходящих из шести регионов Казахстана, составляют политомию с тремя ветвями, расходящимися от синей звезды в подлинии B.42. На рисунке 18 показаны все общедоступные данные WGS, присвоенные этой политомии. С точки зрения номенклатуры CanSNP политомия принадлежит B.12 B.42 и включает все ветви, отнесенные к B.66. 64 штамма, отнесенных к политомии B.66, были собраны в период с 1928 по 2018 г. Эта коллекция позволяет определить четвертую ветвь в политомии B.66, представленную одним штаммом B-8364, изолированным на Дальнем Востоке Сибири в г. 1966. От ближайшего общего предка показанной красной звездой на рисунке 4, до вершин, расстояния находятся в диапазоне 5-19 SNP. Для удобства четыре ветви условно обозначены от L1 до L4. L4 с 48 штаммами на сегодняшний день является наиболее представленным в доступных данных WGS. Помимо одного штамма из Казахстана и одного штамма, предположительно из России, он включает штаммы из Западной Европы, в частности из Германии (29 штаммов), включая Скандинавию. В Европе Швеция, по-видимому, имеет особый статус, так как штаммы из Швеции присутствуют также в L2 и вносят одну базальную ветвь в L4. Это наблюдение согласуется с предыдущими сообщениями об относительно высоком генетическом разнообразии в Скандинавии, что может свидетельствовать о том, что Скандинавия является источником туляремии в Западной Европе [93]. Что касается политомии B.66, Центральная Азия является лучшим кандидатом на роль источника, поскольку представлены все четыре ветви.

Линии L2 и L4 содержат вторичные политомии. Политомия в L2 содержит шесть ветвей, длина которых от корня (синяя звездочка) до вершин варьирует от 5 до 14 SNP. Эта политомия отличается географическим разнообразием. Две ветви представлены штаммами, выделенными в Швеции, а две ветви - штаммами из Западного Казахстана. Один из них был изолирован от перелетной птицы (каменка-плясунья). Основная политомия в L4 содержит одиннадцать расходящихся ветвей. Наиболее интересная интерпретация имеющихся данных состоит в том, что Скандинавия (возможно, Швеция) была заражена по одному случаю каждой из двух линий, L2 и L4, возможно, через перелетных птиц, и что вторичное заражение произошло из Скандинавии в сторону Западной Европы, в основном Германию.
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Рисунок 18 – Филогенетический анализ данных wgSNP 64 штаммов, принадлежащих к четырем ветвям политомии B.12 / B.42 / B.66
К сожалению, уровень финансирования молекулярно-генетических исследований бактериальных возбудителей не достаточен, чтобы проводить полногеномное секвенирование всех выделяемых изолятов. В связи с чем, требуется разработка высоко дискриминационного скринингового метода, позволяющего отбирать штаммы, отличающиеся между собой. Наибольшей дискриминацией в отношении F. tularensis обладает мультилокусный анализ множественных тандемных повторов MLVA. Самая дискриминационная MLVA панель включает в себя 25 VNTR локусов, однако большинство локусов в различных выборках обладают нулевой дискриминацией, в связи с чем, многие авторы формируют свою панель локусов. Чтобы разработать скрининговый метод генотипирования, мы оценили дискриминационную возможность MLVA в настоящей коллекции. Пять из 25 локусов VNTR, составляющих полную схему типирования MLVA, являются полиморфными: Ft-M3, Ft-M4, Ft-M6, Ft-M20 и Ft-M22 (Таблица 2). Самая высокая дискриминация наблюдалась в локусе FT-M3 в соответствии с предыдущими сообщениями. Среди 39 штаммов наблюдались 12 аллелей и HGDI 0,90. Локус Ft-M6 был вторым по вариабельности с четырьмя аллелями и индексом HGDI 0,60. В локусах Ft-M4, Ft-M20 и Ft-M22 наблюдались 3, 2 и 2 аллели соответственно (HGDI 0,31, 0,15 и 0,27 соответственно).

Пять полиморфных локусов среди 25 классических локусов VNTR приводят к 18 генотипам в анализируемой коллекции из 39 штаммов Francisella tularensis (индекс HGDI 0,9325, 95% доверительный интервал [0,8950,0,9700]). Использование двух дополнительных локусов FT-4 и FT-8 позволяет разрешить один дополнительный генотип (индекс HGDI 0,94, 95% доверительный интервал [0,9074,0,9738]).

Таблица 2 – Дискриминационная возможность VNTR локусов для штаммов циркулирующих в Казахстане
	Наименование локуса
	Количество аллелей/генотипов
	HGDI (95% доверительный интервал)

	Ft-M3_9bp_268bp_25u
	12
	0.9042 (0.8730,0.9354)

	Ft-M4_5bp_85bp_3u
	3
	0.3104 (0.1416,0.4792)

	Ft-M6_21bp_140bp_4u
	4
	0.6073 (0.4904,0.7242)

	Ft-M20A_12bp_90bp_3u
	2
	0.1457 (0.0013,0.2902)

	Ft-M22_6bp_73bp_2u
	2
	0.2672 (0.1072,0.4272)

	MLVA5
	18
	0.9325 (0.8950,0.9700)

	insilico-FT-4_6bp_97bp_2u
	2
	0.0513 (0.0000,0.1473)

	insilico-FT-8_4bp_152bp_3u
	2
	0.2672 (0.1072,0.4272)

	MLVA7
	19
	0.9406 (0.9074,0.9738)


Согласно нашим исследованиям для генотипирования F.tularensis subsp. holartica, циркулирующих в Казахстане, целесообразно использовать упрощенную схему генотипирования, которая включает пять из 25 классических VNTR локусов, Ft-M3, Ft-M4, Ft-M6, Ft-M20A, Ft-M22 и два дополнительных выбранных локуса in silico-FT-4_6bp_97bp_2u и in silico-FT-8_4bp_152bp_3u. Эти семь локусов можно амплифицировать в одной реакции ПЦР с различными флуоресцентными красителями и проанализировать на генетическом анализаторе.

Чтобы удовлетворить будущие потребности с точки зрения совместимости между генотипированием MLVA in-silico и in vitro, мы оценили два разных подхода установления генотипа MLVA из данных последовательности. В первом и более традиционном подходе сырые риды собирались в контиги перед анализом. Сравнивались два популярных программных обеспечения для сборки: SPAdes и SKESA. Во втором подходе необработанные сырые риды с соответствующими локусами VNTR, были извлечены и непосредственно проанализированы для получения in-silico генотипа MLVA. Полученных риды содержат 2х300 пар оснований, которых должно быть достаточно, чтобы охватить весь тандемный повтор и несколько фланкирующих нуклеотидов с обеих сторон, даже для самых больших аллелей Ft-M3.

В случае Ft-M4, Ft-M6, Ft-M20 и Ft-M22 оба подхода дали идентичные результаты для всех штаммов и согласуются с результатами in vitro. Напротив, Ft-M3 не был собран или собран с неправильным размером в 16 более в пяти штаммах с SPAdes и SKESA соответственно (Рисунок 19). Сборки SPAdes предсказали неправильный размер Ft-M3 в пяти аллелях.
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Рисунок 19 - Количество штаммов с сустанолвенными аллелями

На основе семи вариабельных локусов 39 штаммов были сгруппированы в 19 генотипов (рисунок 20). 
Десять генотипов представлены одним штаммом, пять генотипов представлены двумя штаммами, а один генотип - тремя штаммами. Два наиболее частых генотипа представлены шестью штаммами. Одиннадцать штаммов, принадлежащих к политомии B.66, правильно сгруппированы. В более общем плане группы B.4, B.12_B.23 и B.12_B.42 сгруппированы глобально, как и ожидалось из анализа wgSNP. Видны некоторые филогенетические несоответствия терминальных ветвей, где MLVA не соответствует филогении wgSNP, из-за гомоплазии, свойственной полиморфизму тандемных повторов.

Мы представляем результаты генотипирования тридцати девяти Francisella tularensis subsp. holarctica, выделенных в Казахстане, включая вакцинный штамм F.tularensis 15 NIIG, с использованием MLVA, canSNP и wgSNP.
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Рисунок 20 - Кластерный анализ 39 штаммов F.tularensis subsp. holartica на основании MLVA7
Генотипирование MLVA было выполнено с использованием классической схемы генотипирования, включающей 25 локусов [96]. В соответствии с предыдущими сообщениями [48, 97] пять из десяти локусов, выбранных Vogler А. с соавторами, были вариабельными среди проанализированных штаммов. Для генотипирования изолятов, циркулирующих в регионе Центральной Азии, мы предлагаем панель MLVA7, объединяющую пять классических локусов VNTR и два дополнительных VNTR локуса. Предложенный алгоритм генотипирования in-silico MLVA, основанный на прямом анализе необработанных ридов, позволил правильно идентифицировать все аллели в 39 штаммах. 

На основании анализа canSNP у F.tularensis subsp. holartica подразделяется на четыре генетические группы. B4, B6, B12 и B16 [55,98, 99]. В нашем исследовании шесть штаммов, выделенных в 1951-89 гг. в Восточном и Центральном Казахстане, были отнесены к генетической группе В4. Изоляты, принадлежащие к генетической группе B4, ранее были обнаружены в Северной Америке, Китае и Северо-Восточной Европе [48, 58, 100, 101, 55]. Наше исследование демонстрирует, что генотип B4 более широко распространен в Азии, а изоляты B4 из Казахстана позволяют определить более базальную точку ветвления. Присутствие субклада B.16 в Японии, Турции, Тибете и Австралии увеличивает вероятность того, что F. tularensis subsp. holarctica имеет азиатское происхождение [59]. Остальные 33 штамма из Казахстана были отнесены к генетической группе B12, которая широко распространена в Центральной и Восточной Европе [57, 98].

Туляремия была и остается предметом важного мониторинга в Казахстане из-за ее зоонозного потенциала. В Казахстане и других странах охарактеризован ряд природных очагов, однако глобальная экология и филогеография остаются плохо изученными [102]. Например, хотя строгая клональность эволюции предсказывает, что он возник в одном месте в пространстве и времени, географическое происхождение F. tularensis неизвестно. Одна из причин такой ситуации заключается в том, что, несмотря на значительный прогресс, достигнутый за последние пятнадцать лет благодаря появлению мощных инструментов генотипирования, и важные усилия с точки зрения производства WGS, данные по многим странам отсутствуют. Другая причина заключается в том, что филогеография F. tularensis характеризуется обнаружением почти идентичных штаммов в очень отдаленных местах и / или в очень разные даты [55, 95,]. Третья причина - плохая осведомленность о ближайших соседях F. tularensis, включая F. novicida. Информация о ближайших соседях послужила убедительным аргументом в пользу африканского происхождения как Mycobacterium tuberculosis, так и B. anthracis.

Внутри Казахстана наблюдается ранее упомянутое поведение, распространяющееся во времени и географии почти идентичных штаммов. Это позволяет предположить, что F. tularensis обладает способностью к «сохранению», то есть к долгосрочному поддержанию без генетических изменений, в состоянии, предполагающем низкий уровень репликации [103]. Жизнеспособное, но не культивируемое состояние, передаваемое через воду, было предложено для объяснения долгосрочного поддержания [104, 105].

Интересно, что благодаря постоянному мониторингу и обширному отбору полевых проб в природных очагах, который регулярно проводится в Казахстане, был выделен штамм из каменки-плясуньи, случайно выловленной из норы большой песчанки. Хотя предполагалось, что птицы являются потенциальными распространителями F. tularensis [106], существует очень мало прямых доказательств в литературе с участием птиц, как перелетных, так и падальщиков [107]. Каменка плясунья - перелетная насекомоядная птица. Весной откладывает яйца в норах грызунов. В период с марта по август птицы посещают ряд нор. После этого начинаются зимние миграции, и грызуны вернутся в норы, чтобы впасть в спячку. Некоторые блохи являются общими между птицами и грызунами. География размножения каменки-плясуньи простирается от Северо-Восточной Греции до Северо-Восточного Китая. Зимует в Африке, на Аравийском полуострове и в Индии, где у нее общие районы зимовки с обыкновенной каменкой, которая имеет еще более широкий географический ареал, включая Скандинавию, Аляску, северо-восток Канады.

3.5 Депонирование штаммов бактерий выделенных в ходе проекта

В рамках выполнения проекта Республиканская коллекция микроорганизмов и депозитарий особо опасных инфекций Национального научного центра особо опасных инфекций им. М. Айкимбаева приняла в коллекцию охраноспособные штаммы В. anthracis №177 и В. anthracis №195.
Особенностью В. anthracis №195 является, то что, штамм имеет типичные для возбудителя сибирской язвы культурально-морфологические, биологические свойства и может быть использован в качестве типового штамма циркулирующего на территории Восточно-Казахстанской области. Штамму присвоен номер KKZI KA – 289 (Приложение Е).
Штамм В. anthracis №177 выделен из отделяемой язвы больного человека, штамм имеет типичные для возбудителя сибирской язвы культурально-морфологические, биологические свойства и может быть использован в качестве типового штамма циркулирующего на территории Павлодарской области. Штамму присвоен номер KKZI KA – 288 (Приложение Е).
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Возбудители сибирской язвы и туляремии относятся к особо опасным патогенам, которые потенциально могут быть использованы в биотероризме. Методы генотипирования штаммов микроорганизмов, начиная от относительно нечувствительных методов до полногеномного секвенирования, используются для диагностики, исследования популяционной динамики и прогноза распространения возбудителей. Данные исследования позволяют не только провести внутривидовую дифференциацию бактерий на основании особенностей их геномов, но и дают возможность получить индивидуальные генетические характеристики каждого штамма. Результаты генотипирования являются базой для эпидемиологического расследования эпизоотий и вспышек туляремии и сибирской язвы среди населения, а также основой для разработки мишеней для генодиагностики. В нашей республике данные методы только начинают внедряться в отдельных лабораториях главным образом, при проведение научно- исследовательских работ.

В рамках данного проекта изучены генотипы и геномные особенности возбудителей сибирской язвы и туляремии, циркулирующие в Казахстане. В работе использованы высоко дискриминационные методы включая полногеномное секвенирование.
Исследования проводились согласно календарному плану. Задачи проекта продолжались на протяжении всего проекта или были взаимосвязаны. В связи с этим в выводах приведены обобщенные результаты за три года реализации проекта. 

Проведен посев коллекционных штаммов на селективные питательные среды, проведено накопление бактериальной массы и выделена ДНК, в результате создана коллекция из 162 образцов ДНК Bacillus anthracis. Определена нуклеотидная последовательность аллелей 31 VNTR маркера Bacillus anthracis для верификации данных получаемых при капиллярном электрофорезе. Создана поправочная таблица и верифицированы данные капиллярного электрофореза для MLVA типирования. Проведено MLVA генотипирование 155 штаммов Bacillus anthracis по 31 VNTR маркеру и проведена верификация полученных результатов для всех анализируемых штаммов. Проведен анализ результатов MLVA генотипирования штаммов Bacillus anthracis. Определено генетическое разнообразие, проведен кластерный анализ, построены минимальные островные деревья и определено географическое распределение генотипов Bacillus anthracis в Казахстане на основе данных MLVA анализа. Отобраны штаммы Bacillus anthracis из разных кластеров и проведено их полногеномное секвенирование. Получены данные геномов 75 штаммов Bacillus anthracis. Проведен посев на селективные питательные среды коллекционных штаммов Francisella tularensis. Проведено накопление бактериальной массы 50 штаммов Francisella tularensis. Опубликована 1 статья в рецензируемом отечественном журнале с ненулевым импакт фактором. Выделена ДНК из 50 штаммов Francisella tularensis и создана коллекция из 50 образцов ДНК штаммов Francisella tularensis пригодных для полногеномного секвенирования. Проведен анализ результатов полногеномного секвенирования 75 штаммов Bacillus anthracis. Составлена карта генетического разнообразия штаммов Bacillus anthracis Казахстана по массиву SNP полученных с полногеномных данных. Проведено полногеномное секвенирование 50 штаммов Francisella tularensis. Получены данные полных геномов для 50 штаммов Francisella tularensis. Подготовлены и опубликованы методические рекомендации по генотипированию возбудителей сибирской язвы и туляремии. Проведен анализ результатов полногеномного секвенирования 50 штаммов Francisella tularensis. Составлена карта генетического разнообразия штаммов Francisella tularensis Казахстана по массиву SNP полученных с полногеномных данных. Опубликованы две статьи в рецензируемых зарубежных научных изданиях, индексируемых в базе данных Web of Science или Scopus с ненулевым импакт-фактором, одна статья подана в рецензируемое зарубежное научное издание, индексируемое в базе данных Web of Science или Scopus с ненулевым импакт-фактором. Опубликовано две публикации в рецензируемых зарубежных научных изданиях с ненулевым импакт-фактором. Депонированы полногеномные нуклеотидные последовательности анализируемых штаммов. Депонированы штаммы и получены авторские свидетельства.
Реализуемый проект по выборке образцов ДНК и используемым методологическим подходам соответствует уровню ведущих научных лабораторий. 

Результаты, полученные в ходе выполнения проекта, могут быть использованы в эпидемиологии при расследовании вспышек инфекции. Результаты позволят выявлять связь между штаммами, выделенными от животных и человека, инфицированных на одной и той же территории.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А

Календарный план на 2018-2020 гг
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б

Характеристика исследуемых штаммов F. tularensis
	Шифр
	Номер штамма
	Год выделения
	Вид, подвид
	Объект (источник) выделения
	Область выдления

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Tul-106_KZ
	692
	2014
	F. tularensis holarctica 
	Полевка
	Западно-Казахстанская область

	Tul-11_KZ
	343
	2001
	F. tularensis holarctica 
	Эмульсия клещей
	Восточно-Казахстанская область

	Tul-112_KZ
	529
	2016
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей 
	Павлодарская область

	Tul-128_KZ
	172
	2015
	F. tularensis holarctica 
	Гребенщиковая песчанка 
	Западно-Казахстанская область

	Tul-13_KZ
	3
	2012
	F. tularensis holarctica 
	Домовая мышь
	Западно-Казахстанская область

	Tul-132_KZ
	302
	2017
	F. tularensis holarctica 
	Ласка
	Актюбинская область

	Tul-133_KZ
	27
	2012
	F. tularensis holarctica 
	Домовая мышь
	Западно-Казахстанская область

	Tul-135_KZ
	125
	1953
	F. tularensis holarctica 
	Водоем
	Алматинская область  

	Tul-139_KZ
	67
	1955
	F. tularensis holarctica 
	Водоем
	Алматинская область

	Tul-149_KZ
	631
	2013
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Западно-Казахстанская область

	Tul-15_KZ
	303
	2017
	F. tularensis holarctica 
	Ласка
	Актюбинская область

	Tul-151_KZ
	121
	2011
	F. tularensis holarctica 
	Малый суслик
	Актюбинская область

	Tul-153_KZ
	194
	2011
	F. tularensis holarctica 
	Каменка плясунья
	Западно-Казахстанская область

	Tul-155_KZ
	1-Т
	1951
	F. tularensis holarctica 
	Водяная полеква
	Восточно-Казахстанская область

	Tul-161_KZ
	
	
	F. tularensis holarctica 
	 
Вакцинный штамм 15НИИЭГ
 

	Tul-134_KZ
	15
	1951
	F. tularensis holarctica 
	Водяная полеква
	Восточно-Казахстанская область

	Tul-19_KZ
	1
	2017
	F. tularensis holarctica 
	Лесная мышь
	Западно-Казахстанская область

	Tul-2_KZ
	217
	2016
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Актюбинская область

	Tul-20_KZ
	670
	2016
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	 Павлодарская область

	Tul-30_KZ
	618
	2015
	F. tularensis holarctica 
	Домовая мышь
	Западно-Казахстанская область

	Tul-52_KZ
	188
	2013
	F. tularensis holarctica 
	Большой тушканчик
	Актюбинская область

	Tul-6_KZ
	770
	2012
	F. tularensis holarctica 
	Домовая мышь
	Западно-Казахстанская область

	Tul-61_KZ
	77
	2010
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Актюбинская область

	Tul-66_KZ
	19
	2004
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Алматинская область


Продолжение приложения Б
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Tul-68_KZ
	12 ТК
	2002
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Алматинская область

	Tul-7_KZ
	319
	2013
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Западно-Казахстанская область

	Tul-71_KZ
	532
	1963
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Алматинская область

	Tul-76_KZ
	135
	2018
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Алматинская область

	Tul-78_KZ
	38
	2007
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Западно-Казахстанская область

	Tul-86_KZ
	472
	1982
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Карагандинчкая область

	Tul-87_KZ
	441
	2004
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Жамбыльская область

	Tul-92_KZ
	895
	1988
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Западно-Казахстанская область

	Tul-93_KZ
	9
	2004
	F. tularensis holarctica 
	Домовая мышь
	Западно-Казахстанская область

	Tul-97_KZ
	394
	2013
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Павлодарская область

	Tul-98_KZ
	991
	2011
	F. tularensis holarctica 
	Серый хомячок
	Западно-Казахстанская область

	Tul-99_KZ
	1058
	2011
	F. tularensis holarctica 
	Большой суслик
	Западно-Казахстанская область

	Tul-57_KZ
	240
	1982
	F. tularensis mediaasiatica
	Суспензия клещей
	Жамбылская область

	Tul-18_KZ
	130
	1975
	F. tularensis holarctica 
	Водоем
	Алматинская область

	Tul-154_KZ
	316
	1975
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Алматинская область

	Tul-67_KZ
	3 (ДЖ)
	1989
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Карагандинчкая область

	Tul-79_KZ
	101
	2008
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Алматинская область

	Tul-24_KZ
	211
	2016
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Актюбинская область 

	Tul-133_KZ
	27
	2012
	F. tularensis holarctica 
	Домовая мышь
	Западно-Казахстанская область

	Tul-33_KZ
	92
	2009
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Актюбинская область

	Tul-53_KZ
	704
	2004
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Жамбыльская область

	Tul-4_KZ
	674
	2016
	F. tularensis holarctica 
	Лесная мышь
	Западно-Казахстанская область

	Tul-156_KZ
	2278
	1961
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Алматинская область

	Tul-109_KZ
	503
	2016
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Павлодарская область

	Tul-74_KZ
	830
	2016
	F. tularensis holarctica 
	Суспензия клещей
	Западно-Казахстанская область

	Tul-17_KZ
	15
	1951
	F. tularensis holarctica 
	Водяная полеква
	Восточно-Казахстанская область


ПРИЛОЖЕНИЕ В
Карта генетического разнообразия штаммов Bacillus anthracis выделенных в Казахстане 
по массиву SNP полученных с полногеномных данных
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Карта генетического разнообразия штаммов Francisella tularensis выделенных

в Казахстане по массиву SNP полученных с полногеномных данных
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г

Методические рекомендации по генотипированию возбудителя сибирской язвы
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д

Методические рекомендации по генотипированию возбудителя туляремии
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ПРИЛОЖЕНИЕ Е

Депонированные штаммы бактерий выделенных в ходе проекта
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