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Секвенирование как метод новых технологий 
в диагностике особо опасных и природно-
очаговых инфекций на современном этапе
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Идентификация микроорганизмов является важной задачей для решения вопросов мониторинга природных очагов 
особо опасных инфекций, эпидемиологических расследований, геномной паспортизации и определения филогенети-
ческих связей штаммов микроорганизмов. Алтайской противочумной станцией в 2022–2023 гг. в результате внедре-
ния в практику работы полногеномного секвенирования было проведено секвенирование выделенных в результате 
работы культур Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis. Полученные результаты позволили максимально точно типировать 
выделенные штаммы особо опасных и природно-очаговых инфекций и, таким образом, подтвердить результаты эпи-
демиологического расследования и выявить некоторые особенности циркуляции различных штаммов на территории 
природного очага чумы.
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The identification of microorganisms is an important task for addressing issues related to monitoring natural foci of infectious 
diseases, conducting epidemiological investigations, genomic certification, and determining the phylogenetic relationships of 
microorganism strains. The Altai Anti-Plague Station of Rospotrebnadzor introduced the practice of whole-genome sequencing 
in 2022–2023. This led to the sequencing of cultures of Yersinia enterocolitica and Yersinia pestis. The results obtained allowed 
for the most accurate typing of isolated strains of particularly dangerous infections and natural focal infections, thus confirming 
the results of epidemiological investigations and identifying some features of the circulation of various strains within the territory 
of the natural plague focus.
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И дентификация микроорганизмов и определение фило-
генетических связей между ними являются крайне 

важными задачами для достижения таких целей, как мони-
торинг природных очагов особо опасных инфекций (ООИ), 
эпидемиологические расследования, геномная паспортиза-
ция.

В случае возникновения вспышек ООИ большое значение 
имеют как своевременная диагностика, так и определение 
конкретного штамма патогена в целях установления источ-
ника заражения и реализации необходимых мер защиты, а 
также устранения опасности дальнейшего распространения 
инфекции и лечения зараженных людей. Сходные цели 
стоят и при эпизоотическом обследовании природного очага 
инфекции: установление источника и масштаба эпизоотии и 
устранение опасности дальнейшего распространения 
инфекции и заражения людей. 

Наиболее важными показателями метода диагностики 
является его высокая дифференцирующая способность, 
позволяющая различать все исследуемые изоляты, высокая 
скорость получения результата, воспроизводимость, просто-
та в исполнении и интерпретации, низкая себестоимость. 
Несомненно важны также возможность сопоставления 
результатов, получаемых разными лабораториями, наличие 
общедоступных баз данных и международной номенклату-
ры [1–4]. Долгое время использование полногеномного сек-
венирования (как наиболее мощного метода дифференциа-
ции) в данном контексте встречало проблемы вследствие 

его высокой стоимости и сложности проведения. Однако в 
результате совершенствования технологий и прихода в 
широкую лабораторную практику сначала технологий NGS 
(Next-Generation Sequencing), а затем и технологий секвени-
рования третьего поколения эти сложности при использова-
нии удалось существенно снизить, и в настоящее время 
возросшая доступность секвенирования позволяет исполь-
зовать этот метод в практических учреждениях, в т.ч. проти-
вочумных станциях.

При внедрении в практику работы Алтайской противочум-
ной станции полногеномного секвенирования стоял вопрос 
определения значения увеличения точности идентификации 
при использовании метода для решения практических задач, 
таких как эпидемиологические расследования и обследова-
ния природных очагов инфекций, учитывая по-прежнему 
сравнительно высокую стоимость и трудозатратность мето-
да по сравнению с методами, традиционно применяемыми в 
практических учреждениях. Это и стало целью данного 
исследования.

Материалы и методы

В 2022 г. Алтайской противочумной станцией было про-
ведено секвенирование изолятов особо опасных и природ-
но-очаговых инфекций. Образцы Yersinia enterocolitica полу-
чены в ходе эпидемиологического расследования, а Yersinia 
pestis – в рамках мониторинга очагов ООИ. 

Рис. 1. Филогенетическое дерево выделенных штаммов Y. enterocolitica.
Fig. 1. Phylogenetic tree of isolated Y. enterocolitica strains.

Рис. 2. Филогенетическое дерево выделенного штамма Y. pestis (2022 г.).
Fig. 2. Phylogenetic tree of the isolated strain of Y. pestis (2022).
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Культура Y. pestis была выделена из остатков стола 
хищной птицы. Возбудитель иерсиниоза был выделен из 
смывов с полок овощехранилища, из свеклы и полевки 
обыкновенной (Microtus arvalis), а также из клинического 
материала. 

В 2023 г. было выделено 38 культур Y. pestis – 18 из них 
получены на российской территории Сайлюгемского при-
родного очага чумы, из которых 4 были от длиннохвостых 
сусликов (Urocitellus undulatus) и 14  – от сурков (Marmota 
baibacina), 20 образцов культур были получены на монголь-
ской части Сайлюгемского очага исключительно от сурков, в 
основном из остатков стола хищных птиц.

Секвенирование проводилось на приборе MinION Mk 1B 
(Oxford Nanopore Technologies, Соединенное Королевство 
Великобритании и Северной Ирландии). 

Выявление отличий последовательностей ДНК, получен-
ных в результате полногеномного секвенирования от коро-
вого генома для Y. enterocolitica и культур Y. pestis, выделен-
ных в 2023 г., проходило в пакете прикладных команд Roary 
[5]. Для штамма Y. pestis, выделенного в 2022 г., были выяв-
лены SNP относительно референсного генома с помощью 
пакета прикладных программ Snippy. Построение деревьев 
осуществлялось в программе Fasttree (ML). Данные о нуклео- 
тидных последовательностях штаммов, использованных для 

Рис. 3. Филогенетическое дерево выделенных в 2023 г. штаммов Y. pestis. Деревья дивергенции филогенетических групп [14] и 
выделенных штаммов имеют разный масштаб дистанций.
Fig. 3. Phylogenetic tree of Y. pestis strains isolated in 2023. The divergence tree of phylogenetic groups [14] and isolated strains have 
different distance scales.

Рис. 4. Филогенетическое дерево выделенных на монгольской части Сайлюгемского природного очага чумы в 2023 г. штаммов 
Y. pestis. Цветами показаны аймаки, на территории которых был найден материал выделения культур.
Fig. 4. Phylogenetic tree of Y. pestis strains isolated in the Mongolian part of the Saylyugem natural plague focus in 2023. The aimags in 
which the culture material was found are shown in colors.
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построения деревьев, кроме выделенных, были получены из 
GenBank NCBI.

Результаты исследования и их обсуждение

Культуры Y. enterocolitica были выделены в результате 
эпидемиологического расследования вспышки иерсиниоза в 
Шебалинском районе, и филогенетические связи выделен-
ных штаммов должны были подтвердить или опровергнуть 
выводы, полученные в ходе расследования. Было проведено 
секвенирование полученных изолятов Y. enterocolitica. 
Построенное филогенетическое дерево Y. enterocolitica 
(рис. 1) показало, что все выделенные из разных источников 
культуры генетически единообразны (так как они объедине-
ны в одну ветвь), и, следовательно, мы можем утверждать, 
что источником заражения, очевидно, послужили продукты, 
размещенные в овощехранилище.

Филогенетическое дерево выделенного в 2022 г. штамма 
Y. pestis (рис. 2) позволило определить его как принадлежа-
щий к филогруппе 4.ANT основного подвида, близкий к 
другим штаммам, выделенным на этой территории [6].

Все выделенные в 2023 г. штаммы принадлежали к фило-
группе 4.ANT основного подвида [7–13]. Филогенетическое 
дерево позволило установить степень их родства (рис. 3) и 
показать, что на монгольской и российских частях очага 
могут циркулировать близкородственные штаммы (854) и, 
напротив, на одной территории могут циркулировать штам-
мы из разных ветвей (рис. 4). 

Использование секвенирования в практике Алтайской 
противочумной станции позволило максимально точно типи-
ровать выделенные в 2022–2023 гг. в ходе работы штаммы 
особо опасных и природно-очаговых инфекций, что, в свою 
очередь, позволило как подтвердить результаты эпидемио-
логического расследования, однозначно определив источ-
ник заражения, так и получить дополнительную информа-
цию о особенностях эпизоотического процесса путем выяс-
нения родства циркулирующих на разных территориях 
штаммов. 
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