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Bacillus cereus sensu lato (s.l.) объединяет такие генетически, морфологически и физиологически близ-
кие виды грамположительных спорообразующих бактерий с высоким патогенным потенциалом, как, 
например, B. anthracis, B. cereus и B. thuringiensis. Токсин-продуцирующие штаммы B. cereus s.l. пред-
ставляют большую опасность для здоровья человека. Высокая степень сходства видов, входящих в 
этот комплекс, сильно затрудняет их идентификацию и быстрое принятие адекватных мер при вы-
зываемых ими заболеваниях. Ранее мы охарактеризовали клинический изолят CCGC 19/16, принад-
лежащий B. cereus s.l., который имел черты как B. cereus, так и B. cytotoxicus. В настоящей работе с 
помощью мультилокусного типирования последовательностей (MLST) и масс-спектрометрического 
анализа изолят CCGC 19/16 идентифицирован как B. cytotoxicus. Показано также, что штамм CCGC 
19/16, в отличие от других представителей вида B. сytotoxicus, не обладает термотолерантностью, а от 
B. cereus этот штамм отличает чувствительность к большинству антибиотиков и повышенная подвиж-
ность. Как и B. cereus, штамм CCGC 19/16 формирует зоны β-гемолиза в кровяном агаре. Кроме того, 
длительное хранение образцов перед анализом может привести к неверной идентификации изолята. 
Полученные нами результаты указывают на то, что “быстрые методы” анализа, использующие еди-
ничные гены, имеют недостаточную разрешающую силу в идентификации видов B. cereus s.l. Доста-
точную разрешающую силу дает сочетание MLST-анализа с MALDI-TOF MS.

Ключевые слова: Bacillus cereus sensu lato, Bacillus cytotoxicus, масс-спектрометрия, MLST
DOI: 10.31857/S0026898424060099, EDN: IASZNL

Сокращения: MALDI-TOF MS – времяпролетная масс-спектрометрия с матрично-активированной лазерной десорб-
цией и ионизацией (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization–Time of Flight); MLST – мультилокусное типирование 
последовательностей (Multilocus Sequence Typing).
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ВВЕДЕНИЕ
В группу Bacillus cereus sensu lato (или Bacillus 

cereus group) входят генетически, морфологичес- 
ки и  физиологически сходные грамположи-
тельные спорообразующие бактерии с  низким 
GC-составом генома, потенциально обладаю-
щие высокой патогенной активностью в отно-
шении животных и человека [1]. Представители 
этой группы часто встречаются в окружающей 
среде. Термостабильность и устойчивость спор 
к ультрафиолетовому излучению и бактерицид-
ным средствам способствуют попаданию этих 
бактерий на продукты питания и медицинское 
оборудование. Это может приводить к развитию 
пищевых токсикоинфекций и  таких тяжелых 
заболеваний, как пневмония [2], менингит [3], 
сепсис [4] и бактериемия [5].

Количество видов спорообразующих бакте-
рий, выделяемых из природных источников, рас-
тет. Увеличивается и  число близкородственных 
видов в составе B. cereus s. l. — в 2013 г. их было 7 
[6], в 2015–11 [7], в 2017 г., благодаря широкому 
использованию методов полногеномного секве-
нирования, число видов резко возросло до 21 
[1], к 2022 г. составило 23 [8], а в настоящее вре-
мя в Международной таксономической базе дан-
ных Национального центра биотехнологической 
информации (NCBI, США) [9] представлено 27 
видов. Согласно NCBI, к  B. cereus s. l. относят-
ся: B. albus, B. anthracis, B. bombysepticus, B. cereus, 
B. clarus, B. cytotoxicus, B. gaemokensis, B. hominis, 
B. luti, B. manliponensis, B. mobilis, B. mycoides,  
B. thuringiensis, B. mycoides, B. nitratireducens, 
B. pacificus, B. paramobilis, B. paramycoides,  
B. paranthracis, B. proteolyticus, B. pseudomycoides,  
B. samanii, B. sanguinis, B. thuringiensis, B. toyonensis, 
B. tropicus, B. wiedmannii. Однако NCBI, как указа-
но на странице этой базы, не является авторитет-
ным источником по номенклатуре и классифика-
ции видов, но при этом может служить полезным 
источником данных для соответствующих иссле-
дований.

Стремительный рост числа видов, входящих 
в комплекс B. cereus s. l., диктует необходимость 
совершенствования способов быстрой иденти-
фикации и  внутригрупповой дискриминации 
клинических изолятов для назначения адекват-
ной терапии заболеваний, связанных с  ними. 
В  качестве методов быстрой и  относительно 
точной идентификации штаммов B. cereus s. l. ра-
нее были предложены методы на основе секве-
нирования 16S рДНК [10], отдельных генов [11] 
или наборов генов [12], включая мультилокус-
ное типирование последовательностей (MLST), 
а  также времяпролетную масс-спектрометрию 
с  матрично-активированной лазерной десорб-
цией и ионизацией (MALDI-TOF) [13].

B. cytotoxicus включен в  состав B. cereus s. l. 
в  2013 г. на основании сходства нуклеотидной 
последовательности 16S РНК и данным MLST 
[6]. Представители вида характеризуются термо-
толерантностью и способностью сохранять жиз-
неспособность при 50C [14].

В  настоящей работе с  использованием ме-
тодов MLST и  масс-спектрометрии выделен-
ный ранее клинический изолят CCGC19/16 
(SRCC19/16) идентифицирован как B. cytotoxicus, 
показано также нетипичное для B. cytotoxicus от-
сутствие термотолерантности у этого изолята.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Штаммы. В экспериментах использовали два 

эталонных штамма: B. cereus АТСС 10702 и B. cereus 
ATCC10876, два клинических изолята, обозначен-
ных как CCGC19/16 и  CCGC1208, выделенных 
из фекалий пациента с язвенным колитом. Кли-
нические изоляты любезно предоставлены ФГБУ 
“Национальный медицинский исследовательский 
центр колопроктологии им. А. Н. Рыжих” Мин- 
здрава России. Штаммы культивировали на плот-
ной питательной среде NBY (питательный бульон 
(8 г/л), дрожжевой экстракт (2 г/л), агар (15 г/л) 
(“Difco”, США)) при 37C в течение 12–96 ч.

Идентификация штаммов B. cereus с помощью 
MLST. ДНК выделяли с помощью набора Wizard 
Genomic DNA Purification Kit (“Promega”, США) 
в соответствии с инструкциями производителя. 
Фрагменты ДНК амплифицировали с помощью 
ScreenMix (“Евроген”, Россия). Использован-
ные в работе праймеры перечислены в табл. 1. 
Условия ПЦР были следующими: денатурация 
при 95C в  течение 3 мин; затем 35 циклов — 
95C (30 с), 60C (30 с) и  72C (90 с); финаль-
ный этап элонгации — 72C (5 мин). Продукты 
ПЦР очищали с помощью набора GeneJet PCR 
purification kit (“Thermo Fisher Scientific”, США) 
и  секвенировали по методу Сэнгера с  исполь-
зованием обоих праймеров. Последовательно-
сти секвенированных фрагментов генов glpF, 
gmk, ilvD, pta, pur, pycA и  tpi объединяли в еди-
ную химерную последовательность общей дли-
ной 2952 п. н., которую использовали в поиске 
в коллекции невырожденных последовательно-
стей базы данных NCBI с использованием ал-
горитма MegaBlast ([15], https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) с параметрами, установленны-
ми по умолчанию. Далее строили филогенети-
ческое древо на основе парного выравнивания 
BLAST с использованием метода Fast-Minimum 
Evolution. Полученные последовательности ана-
лизировали также путем сравнения с аллелями 
из баз данных pubMLST ([16], https://pubmlst.org/
organisms/bacillus-cereus доступ 31 июля 2023 г)  
и fIDBAC [17].
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Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные 
в MLST-анализе

Получение спор бацилл и  оценка их жизне-
способности. Культуры штаммов рассевали на 
плотную питательную среду NBY и инкубирова-
ли при 37C в течение 120 ч. Образование спор 
контролировали с  помощью фазово-контрас- 
тной микроскопии. Материал смывали с агара, 
промывали трижды в  дистиллированной воде 
с последующим центрифугированием при 9000 
об/мин в  течение 5 мин. Промытый препарат 
спор прогревали при 75C в течение 30 мин. Кон-
центрацию жизнеспособных спор в  получен-
ных препаратах определяли путем высева 0.1 мл  
серии десятикратных разведений образца на пи-
тательный агар и  подсчета выросших колоний 
через 24 ч инкубации при 37C.

Определение термоустойчивости спор бацилл. 
Термоустойчивость спор бацилл определяли как 
описано ранее с  небольшими модификация- 
ми [18]. В экспериментах использовали водные 
суспензии спор объемом 1.5 мл (107–108 жизне-
способных спор/мл). Споры ресуспендировали 
в  дистиллированной воде вместо фосфатного 
буфера, чтобы исключить возможное влияние 
солей на прорастание спор. Суспензии спор 
помещали в  тонкостенные пластиковые крио- 
пробирки диаметром 10  мм и  высотой 40  мм 
с завинчивающимися крышками. Пробирки по-
мещали в циркуляционную водяную баню, на-
гретую до 100C. Пробирки извлекали из бани 
через 0, 2, 4, 6, 8 и 10 мин и охлаждали в ледя-
ной бане в течение 5–10 мин. Из охлажденных 
пробирок отбирали аликвоты по 0.1 мл каждого 
образца и  определяли количество жизнеспо-
собных спор путем выращивания серии раз-
ведений на среде NBY как описано выше. Все 
эксперименты выполняли в  трех независимых 

биологических повторах. Термоустойчивость 
спор оценивали также величиной D100, которую 
выражали в минутах, требующихся для десяти-
кратного снижения числа колониеобразующих 
единиц при воздействии температуры 100C. 
Значения D100 вычисляли по уравнениям пря-
мых, аппроксимирующих кривые выживаемо-
сти спор, построенных методом наименьших 
квадратов. Расчеты производили в онлайн про-
грамме МНК (https://метод-наименьших-ква-
дратов.рф доступ 18 июля 2023 г).

Масс-спектрометрия MALDI-TOF. Белки 
и  пептиды экстрагировали, как описано Sauer 
и соавт. [19], с незначительными модификация-
ми. Биомассу микроорганизмов собирали плас- 
тиковой микробиологической петлей объемом 
1 мкл и  ресуспендировали в  300 мкл деиони-
зированной воды. К  суспензии добавляли 900 
мкл 96%-ного этанола, полученную смесь тща-
тельно перемешивали и центрифугировали при 
18894 g в течение 2 мин. К осадку, высушенному 
на воздухе, добавляли от 5 до 40 мкл 70%-ной 
муравьиной кислоты (в зависимости от объема 
осадка) и  равный объем ацетонитрила. Полу-
ченную смесь центрифугировали при 18894 g 
в течение 2 мин. Супернатант, содержащий бел-
ковый экстракт, использовали в масс-спектро-
метрическом анализе.

На 384-луночную стальную мишень (“Bruker 
Daltonics”, Германия) наносили 1 мкл суперна-
танта и высушивали при комнатной температу-
ре. На поверхность высушенного экстракта на-
носили 1 мкл раствора матрицы: насыщенный 
раствор α-циано‑4-гидроксикоричной кислоты 
(“Sigma Aldrich”, США), содержащий 50% аце-
тонитрила и  2.5% трифторуксусной кислоты 
(“Panreac”, США), который также высушивали 
при комнатной температуре.

Масс-спектрометрический анализ проводи-
ли на приборе UltrafleXtreme (“Bruker daltonics”), 
оснащенном Nd: Yag-лазером (355 нм) в линей-
ном режиме. Детектировали положительно заря-
женные ионы в диапазоне m/z от 2000 до 20000. 
при следующих настройках ионного источника: 
напряжение на IS1 20 кВ, на IS2 19 кВ, на линзах 
(параметр “Lens”) 4.5 кВ, напряжение питания 
детектора 2885 В, коэффициент усиления 12.6.

Спектры снимали в автоматическом режиме 
с использованием программы Flex Control (v.3.4, 
build 135). Точки обстрела лазером на мишени 
выбирали случайным образом. Суммировали 
1200 спектров с 200 точек обстрела лазером с час- 
тотой 2 кГц.

Библиотеки спектров каждого образца получа-
ли при анализе трипликатов восьми технических 
повторов. Калибровочным стандартом и положи-

Ген Нуклеотидная последовательность 
5' → 3'

Источ-
ник

glpF GCGTTTGTGCTGGTGTAAGT
CTGCAATCGGAAGGAAGAAG	

[16]

gmk GAGAAGTAGAAGAGGATTGCTCATC
GCAATGTTCACCAACCACAA

[16]

ilvD AGATCGTATTACTGCTACGG
GTTACCATTTGTGCATAACGC

[16]

pta GCAGAGCGTTTAGCAAAAGAA
TGCAATGCGAGTTGCTTCTA

[16]

pur CTGCTGCGAAAAATCACAAA
CTCACGATTCGCTGCAATAA

[16]

pycA GCGTTAGGTGGAAACGAAAG
CGCGTCCAAGTTTATGGAAT

[16]

tpi GCCCAGTAGCACTTAGCGAC
CCGAAACCGTCAAGAATGAT

[16]
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тельным контролем служил белковый экстракт 
Escherichia coli DH5α с дополнительными белками 
(РНКаза A [M+H]+ 13683.2 Да, миоглобин [M+H]+ 
16952.3 Да) (кат. номер 255343, “Bruker Daltonics”).

Полученные спектры обрабатывали с помо-
щью программного комплекса MALDI biotyper 
Compass Explorer 4.1 (“Bruker Daltonics”) с  ис-
пользованием стандартного метода препроцес-
синга данных (Biotyper Preprocessing Standard 
Method). Обработанные спектры образцов 
сравнивали с референсной базой характеристи-
ческих спектральных профилей, включающей 
6905 записей. Результаты поиска характеристи-
ческого профиля выражали как логарифм зна-
чений. Значения ниже 1.699 соответствовали 
ненадежному определению рода; 1.700–1.999 –  
надежному определению рода и,  возможно, 
вида; 2.000–2.299 – надежному определению 
рода и с высокой вероятностью вида и, нако-
нец, значения 2.300–3.000 соответствовали на-
дежной идентификации до вида.

Дендрограммы составляли с помощью про-
граммного обеспечения MALDI-biotyper Compass 
Explorer 4.1(“Bruker Daltonics”); дополнитель-
ный анализ масс-спектров проводили с  помо-
щью программного обеспечения ClinProTools 3.0 
(“Bruker Daltonics”).

Оценка чувствительности бактериальных штам-
мов к антибиотикам. Чувствительность штаммов 
к панели антибиотиков оценивали стандартным 
диско-диффузионным методом. На поверхности 
чашек Петри, заполненных агаризованной сре-
дой Мюллера–Хинтона № 2 (“Becton Dickinson”, 
США), равномерно распределяли суспензию кле-
ток (106 КОЕ/мл). Через 15 мин в центр наклады-
вали бумажные диски диаметром 6 мм, пропитан-
ные стандартными концентрациями антибиотиков 
(MASTDISCS®AST, Германия). Чашки инкуби-
ровали при 37C в течение 24 ч, после чего опре-
деляли диаметр зоны ингибирования роста. Полу-
ченные данные интерпретировали в соответствии 
с рекомендациями Европейского комитета по те-
стированию чувствительности к противомикроб-
ным препаратам (EUCAST Clinical Breakpoint 
Tables v. 14.0, https://www.eucast.org/clinical_
breakpoints, доступ 11 апреля, 2024 г).

Оценка подвижности бактерий. Культуру бакте-
рий в капле объемом 5 мкл наносили на центр чаш-
ки Петри, заполненной специализированной ага-
ризованной средой (Motility test medium, “Becton 
Dickinson”). Чашки инкубировали при 37C в тече-
ние 48 ч. Каждые 24 ч измеряли диаметр колоний.

Оценка зон гемолиза. Культуры бактерий на-
носили штрихом на поверхность чашек Петри 
с колумбийским агаром с добавлением 5% дефи-
бринированной бараньей крови (ООО “ГЕМ”, 

Россия). Чашки Петри инкубировали при 37C 
в  течение 24 ч и  фотографировали в  проходя-
щем свете для визуализации зон лизиса кровя-
ного агара. Результаты интерпретировали в со-
ответствии со стандартными рекомендациями 
(https://asm.org/protocols/blood-agar-plates-and-
hemolysis-protocols, доступ 11 апреля, 2024 г.).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Идентификация CCGC19/16 с помощью  
MALDI-TOF MS-анализа

Ранее мы установили, что клинический 
изолят CCGC19/16 имеет характеристики как 
B. cereus, так и близкого вида B. cytotoxicus, ко-
торый входит в  B. cereus s.l. [20]. Первичная 
идентификация клинических изолятов с  по-
мощью масс-спектрометрического анализа 
MALDI-TOF проведена с использованием базы 
референсных спектров более старой версии 29 
(MALDI biotyper Compass Explorer 4.1 (version 
29)). Полученные результаты указывали лишь 
на то, что изолят относится к роду Bacillus [20]. 
Повторный спектрометрический анализ прове-
ли с  использованием обновленной спектраль-
ной базы версии 30. Согласно полученным 
данным (табл.  2), клинический изолят с  более 
высокой степенью надежности относится к виду  
B. cytotoxicus. Результаты идентификации других 
штаммов не изменились качественно, незна-
чительно изменились количественные харак-
теристики надежности идентификации. Таким 
образом, в идентификации бацилл следует ис-
пользовать наиболее поздние версии базы дан-
ных референсных пиков.

Штамм Наиболее близкий 
штамм

Надежность 
идентифика-
цииа

Клинический 
изолят CCGC 
19/16

B. cytotoxicus 
1Z46778_1e MVD 2.26

Клинический 
изолят CCGC 
1208

B. cereus DSM 31T 
DSM 2.09

B. cereus ATCC 
10876 B. cereus 4080 LBK 2.23

B. cereus NCTC 
8035 B. cereus 4080 LBK 2.41

аПриведено значение интегральной количественной 
оценки надежности идентификации штамма (см. раздел 
“Экспериментальная часть”).

Таблица 2. Результат идентификации клинических 
изолятов методом MALDI-TOF MS
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Влияние длительности инкубации культур  
бацилл на их идентификацию с помощью  

MALDI-TOF MS

Ранее было показано, что на MALDI-TOF 
MS-спектры микроорганизмов рода Bacillus 
и,  следовательно, на их идентификацию силь-
но влияют условия культивирования бакте-
рий, которые, в свою очередь, влияют на про-
цесс формирования спор [21]. Нами проведен 
масс-спектрометрический анализ штаммов, вы-
ращенных в питательной среде одного состава, 
при одинаковой температуре в течение 4 суток. 
Согласно полученным результатам (рис. 1), изо-
лят CCGC19/16 ближе к видам B. cytotoxicus на 
12, 24, 48 и 96 ч инкубации. Однако во времен-
ной точке 72 ч CCGC19/16 ближе к  штаммам  
B. cereus. Можно отметить также, что другие 
штаммы B. cytotoxicus образуют обособленную 
группу лишь на 12 ч инкубации, но в более позд-
них временных точках некоторые штаммы сбли-
жаются со штаммами B. cereus. Эти результаты 
указывают на то, что ошибка в идентификации 
клинических изолятов бацилл может быть свя-
зана с их длительной инкубацией перед прове-
дением анализа.

Идентификация изолята CCGC19/16 
с использованием MLST-анализа

MALDI-TOF MS позволяет быстро опреде-
лить род бактериальных изолятов. Видовая при-
надлежность изолятов нуждается в  уточнении 
другими методами. Кроме того, как показано 
ранее [20], результаты MALDI-TOF MS-анали-
за представителей рода Bacillus сильно зависят 
от условий их культивирования. На следую-
щем этапе использовали генетический способ 
идентификации клинического изолята с помо-
щью MLST. В  MLST-схемах идентификации 
штаммов в  группе B. cereus используют фраг-
менты семи генов домашнего хозяйства: glpF 
(обеспечивает импорт глицерина), gmk (пред-
полагаемая гуанилаткиназа), ilvD (дегидратаза 
дигидроксикислот), pta (фосфат-ацетилтранс-
фераза), pur (фосфорибозиламиноимидазолкар-
боксамид-формилтрансфераза), pycA (пируват-
карбоксилаза) и  tpi (триозофосфатизомераза) 
[16]. Характеристичные фрагменты генов glpF, 
gmk, ilvD, pta, pur, pycA и  tpi амплифицировали 
и  секвенировали с  использованием прайме-
ров (см. табл. 1). В ходе поиска в базах данных 
pubMLST и fIDBAC установлено, что шесть из 
семи анализируемых фрагментов идентичны из-

Рис. 1. Дендрограммы сходства масс-спектров 
клинических изолятов со спектрами B. cereus  
и B. cytotoxicus в референсной базе MALDI biotyper 
в зависимости от длительности инкубации культур 
клинических изолятов в жидкой питательной среде 
(штамм B. cereus ССGC1208 (клинический изолят) 
и коллекционный штамм B. cereus ATCC10876 под-
робно описаны ранее в работе [20]).
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вестным аллелям: glpF — аллелю 211, gmk — 127, 
ilvD — 465, pta — 221, pur — 338, pycA — 266. Лишь 
для фрагмента гена tpi не удалось найти извест-
ного аллеля. В базе данных pubMLST эта ком-
бинация наиболее близка к двум сиквенс-типам 
ST‑2116 и ST‑2121 (табл. 3), которые отличаются 
только локусом ilv и оба обнаружены только у   
B. cytotoxicus. Последовательность характери-
стичного фрагмента гена ilvD отличается от ал-
леля 333 одним нуклеотидом — A135G, от аллеля 
339 двумя — C12G и A24G. При этом фрагмент 
tpi отличается от аллеля 171 заменой одного ну-
клеотида — A117C. Следовательно, результаты 
MLST-анализа указывают на принадлежность 
штамма CCGC19/16 к виду B. cytotoxicus.

Чтобы учесть отличия в последовательности 
гена tpi при идентификации изолята CCGC19/16, 
в поиске сходных последовательностей по всей 
базе невырожденных нуклеотидных последова-
тельностей NCBI с помощью BLAST использо-
вали химерную последовательность, состоящую 
из характеристических сегментов генов glpF, gmk, 
ilvD, pta, pur, pycA и tpi. Наиболее близкие после-
довательности использовали для построения де-
рева сходства. Согласно полученным результатам, 

наиболее близкими CCGC19/16 оказались штам-
мы вида B. cytotoxicus (табл. 4, рис. 2). Получен-
ные данные подтверждают результаты MLST-а-
нализа и свидетельствуют о том, что CCGC19/16 
принадлежит к виду B. cytotoxicus.

Оценка термочувствительности  
спор CCGC19/16

Отличительной характеристикой предста-
вителей вида B. cytotoxicus служит их термото-
лерантность [14]. Однако, как обнаружено ра-
нее, вегетативные клетки изолята CCGC19/16 
этим свойством не обладают [20]. В  данной 
работе нами проверена термоустойчивость 
спор CCGC19/16 (рис. 3). В качестве штаммов 
сравнения использовали референсные штам-
мы B. cereus ATCC10876 и АТСС 10702, а также 
клинический изолят CCGC1208, идентифи-
цированный ранее как B. cereus [20]. Соглас-
но полученным результатам (рис.  3а), кривая 
выживаемости спор изолята CCGC19/16 при 
100C незначительно отличается от кривых вы-
живаемости референсного штамма B. cereus 
ATCC10876 и клинического изолята CCGC1208. 
Выраженную чувствительность к  температу-

Сиквенс-тип glpF gmk ilvD Pta pur pycA tpi

ST-2116 211 127 339 221 338 266 171

ST-2121 211 127 333 221 338 266 171

Штамм Общий балла Значение Eb Идентичность, % Идентификатор NCBI

B. cytotoxicus CH_2 5440 0.0 99.64 CP024116.1

B. cytotoxicus CH_3 5442 то же то же CP024113.1

B. cytotoxicus CH_4 5442 “–” “–” CP024111.1

B. cytotoxicus CH_13 5448 “–” “–” CP024109.1

B. cytotoxicus CH_15 5442 “–” “–” CP024107.1

B. cytotoxicus CH_38 5442 “–” “–” CP024098.1

B. cytotoxicus CH_39 5442 “–” “–” CP024096.1

B. cytotoxicus SM2.8 5431 “–” “–” CP066179.1

B. cytotoxicus SM1.1 5431 “–” “–” CP066184.1

B. cytotoxicus PDT2.12 5442 “–” “–” CP066185.1

аОбщий балл – сумма баллов выравнивания всех найденных сегментов одной и той же последовательности в базе 
данных, которые соответствуют последовательности, заданной в поиске (вычисляется по всем сегментам). 

bЗначение Е описывает число совпадений с искомой последовательностью, которые можно “случайно” увидеть при 
поиске в базе данных определенного размера. Чем меньше значение этого параметра, тем выше вероятность того, что 
обнаруженное совпадение неслучайно.

Таблица 3. Результаты MLST-анализа

Таблица 4. Результаты поиска штаммов с последовательностями, наиболее близкими к объединенной 
последовательности генов glpF-gmk-ilvD-pta-pur-pycA-tpi, в базе данных NCBI с помощью BLAST
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ре проявляют споры референсного штамма  
B. cereus АТСС 10702. Полученные результаты 
подтверждаются данными по D100 (рис.  3б). 
Таким образом, изолят CCGC19/16 не обладает 
повышенной термоустойчивостью по сравне-
нию с представителями вида B. cereus.

Профиль чувствительности CCGC19/16 
к антибиотикам

Учитывая, что CCGC19/16 является клини-
ческим изолятом, оценка профиля его устой-
чивости к  различным группам антибиотиков 
представляет практический интерес. Чувстви-
тельность штамма CCGC19/16 к  различным 
группам антибиотиков определили с использо-
ванием B. cereus АТСС 10702 в качестве штам-
ма сравнения (табл.  5). Согласно полученным 
данным, штамм CCGC19/16 проявляет в целом 
бóльшую чувствительность к  антибиотикам, 
чем штамм B. cereus АТСС 10702. CCGC19/16 
чувствителен ко всем группам антибиотиков, 
за исключением цефемов. B. cereus АТСС 10702 
устойчив также к  антибиотикам, относящим-
ся к группам пенициллинов, цефалоспоринов, 
цефемов, макролидов, а  также липопептидов. 
Полученные результаты указывают на то, что 
CCGC19/16 не относится к  группе бактерий 
с множественной или широкой лекарственной 
устойчивостью.

Оценка подвижности и гемолиза у CCGC19/16

Следующим шагом стала оценка некоторых 
физиологических характеристик CCGC19/16, 
имеющих отношение к  патогенезу, а  именно, 
оценили подвижность клеток (рис. 4а, б) и сте-
пень гемолиза (рис.  5а, б). В  качестве штам-
ма сравнения использовали коллекционный 
штамм B. cereus АТСС 10702. Согласно полу-
ченным данным, клетки CCGC19/16, облада-
ют большей подвижностью, чем B. cereus АТСС 
10702. Через 24 ч роста CCGC19/16 формирует 
колонию со средним диаметром 28 мм (рис. 4а), 
через 48 ч средний диаметр колоний достигает 
58 мм (рис. 4б), тогда как средний диаметр ко-
лоний B. cereus АТСС 10702 составляет 7 и 21 мм 
соответственно.

Вокруг колоний обоих штаммов формиру-
ются зоны β-гемолиза (рис. 5а,б). Полученные 
результаты указывают на наличие патогенного 
потенциала у CCGC19/16.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящей работе с использованием ком-

бинации методов MALDI-TOF MS и MLST кли-
нический изолят CCGC19/16 идентифицирован 
как B. cytotoxicus. Показано, что CCGC19/16 не 
обладает термоустойчивостью, свойственной  
B. cytotoxicus.

Описаны разные подходы к быстрой иденти-
фикации штаммов B. cereus group по единичным 
генам, таким как sspE [22], sph1 [23], motB [11, 24] 
и spoIIIAB [25]. Использование этих подходов ра-
нее привело к неверной идентификации изолята 
CCGC19/16 как B. cereus [20]. Следует отметить, что 
использовать единичные гены в качестве быстрых 
и удобных тестов рекомендовали в то время, когда 
количество штаммов рода Bacillus было относитель-
но небольшим. В настоящее время валидированы 
уже более 420 видов рода Bacillus [26]. Очевидно, 
что в современных условиях точная идентифика-
ция бацилл по единичным генам невозможна.

MALDI-TOF MS-анализ позиционируется 
также как быстрый и надежный способ иденти-
фикации клинических изолятов бактерий [13].  
Однако отметим, что в  случае представителей 
рода Bacillus разрешающая способность этого 
метода ограничена из-за недостаточного ко-
личества референсных спектров представите-
лей этого рода в базе данных. Более того, нами 
и другими авторами [21] показана возможность 
неверной идентификации близких видов из-за 
изменений условий культивирования. Это мо-
жет быть связано с перестройками экспрессии 
генов и метаболизма клеток, ассоциированны-
ми с  прохождением последовательных стадий 
процесса споруляции [27].

Рис. 2. Дерево сходства штаммов, построенное на 
основе попарных выравниваний результатов поис-
ка объединенной последовательности генов glpF-
gmk-ilvD-pta-pur-pycA-tpi в базе данных NCBI. Дерево 
построено с использованием метода Fast Minimum 
Evolution с параметрами по умолчанию.
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Рис. 3. Оценка термоустойчивости клинических изолятов и эталонных штаммов из группы B. cereus. а — Кривая 
относительной выживаемости спор. За 100% принято количество жизнеспособных спор в начальной точке. б — 
Значения D100, вычисленные по данным, представленным на панели а. Значение D100 — время обработки спор 
(минуты) при 100C, за которое количество жизнеспособных спор снижается в 10 раз. Разброс данных представлен 
стандартным отклонением для трех биологических повторов. Статистическая значимость: NS — незначимое отли-
чие, *0.05 > p > 0.01 в соответствии с t-критерием Стьюдента.



991

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 6 2024

ИДЕНТИФИКАЦИЯ КЛИНИЧЕСКОГО ИЗОЛЯТА

Антибиотик Содержание антибиотика  
в диске, мкг

Чувствительность /
резистентность 

Зона задержки роста, средний 
диаметр, мм 

B. cereus 
АТСС 10702 CCGC 19/16 B. cereus АТСС 

10702 CCGC 19/16

Пенициллины 

 Пенициллин PEN5 5 Р Ч 6 29
Ампициллин API2 2 Р Ч 6 30

Амоксициллин A25 25 р Ч 6 42

Цефалоспорины

Цефазолин СРХ30 30 Ч Ч 17 19
Цефокситин FOX30 30 Р Ч 6 15
Цефтриаксон CRO30 30 Р Ч 6 12

Цефемы

Цефотаксим CTX5 5 Р Р 6 6
Цефтазидим-авибактам CZA14C 14 Р Р 6 6

Карбапенемы 

 Имипенем IMP10 10 Ч Ч 32 45
 Меропенем MEM10 10 Ч Ч 26 30
 Эртапенем ETP10 10 Ч Ч 16 30

Хинолоны 

Норфлоксафин NXN10 10 Ч Ч 22 30

Ципрофлоксацин 
CIP5 5 Ч Ч 23 34
CIP5 1 Ч Ч 19 28

Левофлоксацин LVX5 5 Ч Ч 22 36
Моксифлоксацин MXF5 5 Ч Ч 24 36

Гликопептиды

Ванкомицин 
VAN5 5 Ч Ч 15 20

VAN30 30 Ч Ч 17 22
Аминогликозиды

Гентамицин GMN10 10 Ч Ч 22 29
Тобрамицин TMN10 10 Ч Ч 15 20

Макролиды 
Эритромицин E15 15 Ч Ч 23 29
Азитромицин ATH15 15 Ч Ч 20 28

Кларитромицин 
CLA15 15 Ч Ч 25 33
CLA2 2 Ч Ч 20 27

Линкозамиды
Клиндамицин CD2 2 Ч Ч 21 27

Оксазолидоны

Линезолид 
 

LNZ30 10 Ч Ч 27 36
LNZ10 10 Ч Ч 22 32 

Липопептиды
Полимиксин PB300 300 Р Ч 7 15

Колистин 
CO10 10 Р Р 6 6
CO25 25 Р Ч 6 12

Тетрациклины
Тетрациклин TET10 10 P Ч 20 32
Доксициклин DOX30 30 Ч Ч 26 32

Таблица 5. Профиль чувствительности штаммов CCGC19/16 и B. cereus АТСС 10702
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Антибиотик Содержание антибиотика  
в диске, мкг

Чувствительность /
резистентность 

Зона задержки роста, средний 
диаметр, мм 

B. cereus 
АТСС 10702 CCGC 19/16 B. cereus АТСС 

10702 CCGC 19/16

Сульфаниламиды

Триметоприм-
сульфаметоксазол SXT25 25 Р Ч 6 27

Фениколы
Хлорамфеникол C30 30 Ч Ч 25 30

Примечание. Р – штамм устойчив к данному антибиотику, Ч – штамм чувствителен к данному антибиотику. 
Cтепень чувствительности штаммов к антибиотикам определяли по диаметру зоны ингибирования роста в соответствии  
с рекомендациями EUCAST (Breakpoint table 14.0, 2024).

Окончание таблицы 5

à á

Рис. 4. Оценка подвижности B. cereus АТСС 10702 и CCGC19/16. а — Диаметр колоний штаммов после 24 ч инку-
бации; б — диаметр колоний после 48 ч инкубации.

Рис. 5. Оценка размера зон гемолиза у штаммов группы B. cereus. а — Штамм B. cereus ATCC10702, б — Штамм CCGC19/16.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ КЛИНИЧЕСКОГО ИЗОЛЯТА

Более трудоемкий, но надежный метод MLST 
предполагает анализ нескольких геномных локу-
сов. Будучи относительно дешевым и быстрым по 
сравнению с методами полногеномного анализа, 
он может быть использован для идентификации 
клинических изолятов рода Bacillus.

По-видимому, ни вегетативные клетки, ни 
споры штамма CCGC19/16 не обладают термо-
устойчивостью. Это, с одной стороны, сближа-
ет его с видом B. cereus, а с другой, необходимо 
уточнение физиологических характеристик у   
B. cytotoxicus [20]. Из полученных данных сле-
дует, что термоустойчивость не может быть 
надежным критерием характеристики вида  
B. cytotoxicus.

Штаммы внутри видов и  внутри группы  
B. cereus могут значительно отличаться сте-
пенью патогенности, несмотря на наличие 
генетических элементов, определяющих их 
патогенные свойства, но не используемых 
для классификации. Ярким примером могут 
служить штаммы B. cereus, которые содер-
жат плазмиды, напоминающие мегаплазмиды  
B. anthracis, кодирующие сибиреязвенный 
токсин и  капсулу, обеспечивающие патоген-
ный потенциал, сопоставимый с потенциалом 
B. anthracis [28, 29]. В  то же время, описаны 
природные авирулентные штаммы B. anthracis 
[30, 31]. Следует отметить, что потенциально 
опасный изолят B. anthracis CDC684 был изна-
чально описан как B. megaterium CDC684 [31]. 
Эти примеры показывают, что классификация 
штаммов B. cereus s.l. не имеет прямой связи 
с вирулентностью. Однако точная идентифи-
кация изолятов, относящихся к потенциально 
опасным видам, позволит дополнить резуль-
таты исследований, направленных на выявле-
ние патогенных свойств, и при необходимости 
принять своевременные лечебные и противо-
эпидемические меры.

Авторы выражают благодарность Центру вы-
сокоточного редактирования генома и генетиче-
ских технологий для биомедицины ИМБ РАН 
за предоставленные вычислительные мощности 
и методики анализа данных.

Часть работы выполнена на оборудовании 
ЦКП “Геном” ИМБ РАН (http://www.eimb.ru/
RUSSIAN_NEW/INSTITUTE/ccu_genome_c.php).

Работа в  части MLST-анализа выполнена 
при финансовой поддержке Министерства на-
уки и  высшего образования Российской Фе-
дерации (Контракт в  системе электронный 
бюджет № 075-10-2021-113, ID проекта: RF----
193021X0001).

Настоящая статья не содержит каких-либо 
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в качестве объектов исследований.
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Bacillus cereus sensu lato s.l. comprises genetically, morphologically and physiologically similar gram-pos-
itive spore-forming bacterial species with high pathogenic potential, such as B. anthracis, B. cereus and  
B. thuringiensis. Toxin-producing strains of B. cereus s.l. pose a major threat to human health. The high de-
gree of similarity between these species makes it very difficult to identify them and to take adequate measures 
to treat the diseases they cause. Previously, we characterized a clinical isolate CCGC 19/16 belonging to  
B. cereus s.l. that exhibited features of both B. cereus and B. cytotoxicus. In the present work, CCGC 19/16 
was identified as B. cytotoxicus using multilocus sequence typing (MLST) and mass spectrometric analysis. 
It was also shown that, unlike other representatives of the B. cytotoxicus species, strain CCGC 19/16 is not 
thermotolerant. Unlike B. cereus, strain CCGC 19/16 is sensitive to most antibiotics and shows increased 
motility. Like B. cereus strain CCGC 19/16 forms β-hemolysis zones in blood agar. In addition, it has been 
shown that prolonged storage of samples prior to analysis can lead to misidentification of the isolate. Our 
results indicate that “rapid methods” of analysis using single genes have insufficient resolving power in the 
identification of B. cereus s.l. species. The combination of MLST analysis with MALDI-TOF MS provides 
sufficient resolution.

Keywords: Bacillus cereus group, Bacillus cytotoxicus, mass spectrometry, MLST


