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Впервые предложен метод INDEL-типирования штаммов Helicobacter pylori. Проведен анализ нуклеотидных последо-
вательностей 69 штаммов из локальной базы данных. Выявлено десять INDEL-маркеров, пять из которых, с наиболее 
высокой вариабельностью, послужили основой для создания схемы дифференциации. Проведено INDEL-типирование 
21 штамма H. pylori различного географического происхождения и выявлено 15 индивидуальных генотипов с высоким 
индексом разнообразия (DI = 0,95). Для проведения кластерного анализа использован метод MST (минимальное 
остовное дерево), который продемонстрировал четкое распределение кластеров согласно географическому проис-
хождению изученных штаммов. В дополнение к предлагаемому методу типирования при необходимости можно 
использовать метод MLVA-типирования.
Ключевые слова: Helicobacter pylori, ПЦР, INDEL, MST-дендрограмма, MLVA, географическое происхождение

Для цитирования: Сорокин В.М., Водопьянов А.С., Писанов Р.В. INDEL-типирование – новый метод дифференциации штаммов Helicobacter 
pylori. Бактериология. 2020; 5(1): 8–13. DOI: 10.20953/2500-1027-2020-1-8-13

INDEL-typing: a new method of differentiation  
of Helicobacter pylori strains

V.M.Sorokin, A.S.Vodop’janov, R.V.Pisanov

Rostov-on-Don Antiplague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don, Russian Federation

For the first time INDEL-typing method of Helicobacter pylori strains is offered. Analysis of the nucleotide sequences 
of  69  strains from the local database was carried out. Ten INDEL-markers were identified, five of which, with the highest 
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Н elicobacter рylori ассоциируют с такими заболевания-
ми, как хронический гастрит, язвенная болезнь желуд-

ка и двенадцатиперстной кишки, лимфома и рак желудка 
[1–4]. Этим возбудителем инфицировано около 60% населе-
ния планеты, что позволяет считать хеликобактериоз одной 
из наиболее распространенных в мире инфекций [5, 6]. 
Инфицированность H. pylori взрослого населения России 
варьирует от 50 до 80%, а в некоторых регионах приближа-
ется к 100% [7, 8].

Важной отличительной особенностью H. pylori является 
высокая генетическая вариабельность штаммов, связан-

ная со значительной частотой эндогенных мутаций и обес
печивающая низкую встречаемость идентичных алле-
лей  [9]. Кроме того, клетки H. pylori обладают природной 
компетентностью и могут интегрировать чужеродную ДНК 
в собственный геном посредством рекомбинации и произ-
водить обмен генетической информацией между различ-
ными штаммами, обитающими в одном желудке [10]. Как 
следствие, H. pylori является видом без существенной кло-
нальной структуры [10, 11]. Генетическое разнообразие 
H.  pylori было доказано с помощью различных методиче-
ских подходов [11–16]. 
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Используя метод мультилокусного секвенирования-
типирования (MLST) семи генов жизнеобеспечения (ureI, 
mutY, efp, ppa, yphC, atpA, trpC), Achtman et al. [11] установи-
ли глобальную структуру популяции H. pylori с группировкой 
бактериальных изолятов согласно их географическому 
происхождению. Первоначально ими были описаны две 
группы штаммов со слабой клональной структурой: Asian 
Clone (азиатские штаммы) и Clone2 (штаммы из остальных 
частей мира). Позднее Falush et al. [17] выделили четыре 
группы штаммов с различным географическим происхож
дением: hpEurope, hpAfrica 1 (впоследствии разделенных 
на hspWAfrica и hspSAfrica), hpAfrica 2 и hpEastAsia (состоя-
щую из hspAmerind, hspEAsia и hspMaori) [17]. Структура 
популяции штаммов H. pylori, циркулирующих в России, на 
сегодняшний день практически не изучена.

Для изучения филогенетических связей между штаммами 
некоторых других микроорганизмов, кроме метода MLST-
типирования, широко применяется метод INDEL-типирова
ния  [18–21]. До настоящего времени метод INDEL-типиро
вания штаммов H. pylori в мировой литературе не описан. 

Целью настоящего исследования является выявление 
INDEL-маркеров в геноме H. pylori и оценка возможности их 
использования для изучения филогенетических связей 
между штаммами из базы данных GenBank с известным гео-
графическим происхождением.

Материалы и методы

Для создания локальной базы данных геномов H. pylori 
были использованы как полные геномы из базы данных 
GenBank, так и риды, представленные в Internet-базах дан-
ных. Сборку геномов, представленных в виде ридов, прово-
дили с использованием программы Spades [22]. Сравнитель
ный анализ открытых рамок считывания (генов) проводили 
при помощи авторской программы GeneExpert, написанной 
на языке программирования Java. Вариабельность обнару-
женных инсерций/делеций (INDEL) оценивали по методу 
Симпсона (diversity index, DI) [23]. 

Конструирование праймеров и проведение полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) in silico осуществляли при помощи 
авторских программ PrimerM и VirtualPCR. Кластерный ана-
лиз и построение дендрограммы проводили с использовани-
ем авторского программного обеспечения по методу UPGMA. 
Для построения дендрограммы использовали программу 
MEGA 5 [24]. Для построения филогенетического дерева 
методом MST (minimal spanning tree) использовали пакет 
программ Bionumerix 7.6.

Результаты и обсуждение

Для сравнительного анализа геномов H. pylori, представ-
ленных в базе данных GenBank, с помощью авторского про-
граммного обеспечения была создана локальная база дан-
ных нуклеотидных последовательностей 69 штаммов 
H.  pylori. С помощью программы GeneExpert проведено 
попарное сравнение более 1500 открытых рамок считыва-
ния в геномах штаммов локальной базы данных для детек-
ции всех INDEL-маркеров с предустановленным размером 
6–20 п.н. Обнаружено 10 локусов, содержащих INDEL-мар

керы. Для всех 10 локусов, содержащих INDEL-маркеры, 
определена вариабельность каждого индивидуального локу
са (табл. 1).

Для дальнейшего исследования были выбраны 6 наибо-
лее вариабельных локусов (hp 3330, hp 5605, hp 6405, 
hp 340, hp 1390, hp 3660).

Виртуальная ПЦР и построение кладограммы
Для проведения ПЦР in silico были сконструированы прай-

меры с помощью авторской программы PrimerM. Был про-
веден кластерный анализ по методу UPGMA для 18 штам-
мов с известным географическим происхождением из наи-
более распространенных популяций (hpEurope, hspWAfrica, 
hspEAsia) [25] с использованием 6 INDEL-локусов (рис. 1).

Представленные результаты INDEL-типирования с помо-
щью ПЦР демонстрируют хорошую корреляцию распреде
ления кластеров с географическим происхождением штам-
мов H. pylori, за исключением двух штаммов hpEurope. 
Кластер А представлен исключительно штаммами, принад-
лежащими к популяции hspEAsia, кластер В содержит 4 из 
6  штаммов hpEurope. Кластер С содержит как штаммы 
hpEurope, так и штаммы hspWAfrica. Кластер D представлен 
двумя генетически удаленными штаммами hspWAfrica. С по-
мощью программы AuSeTTS (Automated Selection of Typing 
Target Subsets) [26] проведена оптимизация набора 6 INDEL-
локусов с целью получения максимального числа индивиду-
альных генотипов. Показано, что исключение локуса hp 3330 
практически не влияет на разрешающую способность мето-
да (14 индивидуальных генотипов), позволяет выявить 
у 18 штаммов H. pylori 13 индивидуальных генотипов с высо-
ким индексом разнообразия (DI = 0,95) и позволяет исполь-

Таблица 1. Частота вариабельности INDEL-локусов (на 69 штам
мах)

Локус Аллель, п.о. Частота Вариабельность

hp195
68 0,65

0,5069 0,10
80 0,25

hp 1080
95 0,78

0,360,17
125 0,04

hp 2575
97 0,09

0,42103 0,74
0,17

hp 3330
60 0,81

0,31
69 0,19

hp 5605
93 0,23

0,40102 0,74
0,03

hp 6405
106 0,32

0,43
100 0,68

hp 340
79 0,62

0,5485 0,23
0,14

hp 1390
64 0,61

0,540,12
76 0,28

hp 3660
108 0,49

0,6296 0,33
93 0,17

hp 4135
62 0,93

0,13
71 0,07

Примечание: наличие пустых ячеек связано с высокой степенью генетического 
полиморфизма бактерий H. pylori и означает отсутствие ампликона in silico.
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зовать метод для практической дифференциации штаммов 
как in silico, так и in vitro.

Построение и анализ филогенетического дерева
В последнее время для выяснения филогенетических свя-

зей между штаммами микроорганизмов разных видов все 
чаще применяется наиболее точный метод построения 
минимального остовного дерева (MST) [27–29]. Для типиро-
вания in silico к 18 ранее изученным штаммам были добав-
лены 3 штамма из популяции hpEurope, наиболее широко 

представленной в Европе. Для исследования 21 штамма 
H.  pylori из базы данных GenBank использованы 5 INDEL-
локусов (hp 5605, hp 6405, hp 340, hp 1390, hp 3660). 
Результаты MST-анализа представлены на рис. 2.

Кластер B представлен исключительно штаммами, при-
надлежащими к популяции hspEAsia. Кластер А представ-
лен только штаммами, принадлежащими к популяции 
hspWAfrica, а кластер С содержит европейские штаммы 
(hpEurope). MST-анализ in silico продемонстрировал более 
четкое разделение штаммов на кластеры согласно их гео-
графическому происхождению. Необходимо отметить зна
чительную вариабельность индивидуальных генотипов вну-
три каждой из популяций: 3 индивидуальных генотипа 
у hspWAfrica, 5 генотипов у hspEAsia и 7 – у hpEurope. Высо
кая степень генетического разнообразия у hpEurope обу-
словлена смешением двух прародительских популяций AE1 
и AE2, которые, возможно, достигли Европы в разное время 
и из разных источников: AE1 действительно присутствовала 
во всей Центральной Азии в дополнение к Европе, AE2 при-
шла из Северной Африки и Средней Азии [30]. В недавнем 
исследовании Vale et al. [31] смогли дифференцировать 
две  европейских популяции, представленных в основном 
в  Северной Европе (с генетическим родством с AE1) и 
Южной Европе (с генетическим родством с AE2). Иссле
дование было построено на типировании нуклеотидной по-
следовательности двух профагов H. pylori. Распределение 
INDEL-генотипов в кластере штаммов hpEurope также сви-
детельствует о существовании двух отличающихся друг от 
друга групп штаммов (рис. 2). Для увеличения разрешаю-
щей способности предлагаемого метода INDEL-типирования 
можно использовать описанный нами ранее способ MLVA-
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Рис. 1. Кладограмма распределения INDEL-генотипов штаммов 
H. pylori различного географического происхождения.
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Рис. 2. Кладограмма распределения INDEL-генотипов штаммов H. pylori различного географического происхождения, полученная 
с помощью метода MST.
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типирования H. pylori [16]. Например, кластер А содержит 
три штамма H. pylori с одинаковым INDEL-генотипом. Ранее 
было показано, что штаммы hspWAfrica 2017 и 2018 являют-
ся клонами родительского штамма hspWAfrica 908, выделен-
ными от одного пациента. Сравнительный анализ геномов 
штаммов 2017 и 2018 показал, что они почти идентичны и 
произошли от штамма 908 [32]. Оказалось, что применение 
метода MLST-типирования не дает возможности различить 
генотипы указанных штаммов, а их разделение возможно 
только при использовании полногеномного SNP-типирова
ния [33]. Такой же результат достигается применением мето-
да MLVA-типирования (табл. 2).

Создана локальная база данных нуклеотидных последо-
вательностей 69 штаммов H. pylori. Проведено попарное 
сравнение более 1500 открытых рамок считывания в гено-
мах штаммов локальной базы данных для детекции всех 
INDEL-маркеров с предустановленным размером 6–20 п.н. 
Обнаружено 10 локусов, содержащих INDEL-маркеры. Для 
типирования штаммов H. pylori различного географического 
происхождения выбраны 5 наиболее вариабельных локусов. 
Показано, что кластеризация штаммов по INDEL-маркерам 
коррелирует с данными, полученными при MLST-типиро
вании. Разработанная схема типирования имеет высокий 
индекс разнообразия (DI = 0,95) и может быть дополнена 
ранее предложенным методом MLVA-типирования. На пред-
лагаемый способ получен патент «Способ дифференциации 
штаммов Helicobacter pylori путем молекулярно-генетиче
ского типирования» (патент № 2 688 434 от 21.05.2019). 
В  дальнейшем предполагается проведение INDEL-типиро
вания in vitro региональных российских штаммов H. pylori 
с целью определения их географического происхождения.
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Н о в о с т и  н а у к и

Кишечная флора поможет создать универсальную донорскую кровь 

Донорская кровь требуется постоянно: и для экстренных 
оперативных вмешательств, и для плановых переливаний. 
Но переливать можно только совместимую кровь, и ученые 
работают над созданием универсальной донорской крови с 
помощью ферментов кишечных бактерий человека.

Совместимость крови зависит от особых молекул (антиге-
нов – гликопротеинов или гликолипидов), которые находятся 
на поверхности красных кровяных клеток – эритроцитов. 

Если человеку перелить кровь несовместимой группы, то 
произойдет опасная для жизни иммунная реакция и эритроци-
ты слипнутся. Но нельзя ли создать универсальную кровь, ис-
кусственно «срезав» с эритроцитов «ненужные» молекулы? 

Ученые из Университета Британской Колумбии (Канада) обнаружили, что некоторые из кишечных бактерий человека 
производят ферменты, которые расщепляют муцины, входящие в состав слизи, покрывающей стенку кишечника. Структура 
этих соединений похожа на антигены эритроцитов. Исследователи выделили из образцов фекалий бактериальную ДНК 
и провели поиск генов, кодирующих белки, способные расщеплять антигены, определяющие II группу крови. Ученые начали 
с антигенов А потому, что эта группа крови встречается чаще, чем с антигеном В. 

Поиски были долгими, но в конце концов ученые обнаружили, что для такой работы необходимы сразу два фермента, 
которые производит бактерия Flavonifractor plautii. Добавление совсем небольшого количества этих белков в кровь превра-
щает II группу крови в «универсальную» I группу.

В дальнейшем планируются аналогичные работы по преобразованию эритроцитов, несущих антигены В. И конечно, 
нужно еще убедиться в полной безопасности этой эффективной и экономически выгодной технологии. 

Rahfeld P, Sim L, Moon H, et al. 
An enzymatic pathway in the human gut microbiome that converts A to universal O type blood. 
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