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С началом пандемии COVID-19 возникла острая необходимость в генотипировании патогенов, которые могут сопут-
ствовать вирусным инфекциям, таким как вирусная пневмония. Среди грамотрицательной микрофлоры доминирую-
щим ассоциантом вирусной пневмонии явилась в т.ч. Pseudomonas aeruginosa. Изучение путей распространения 
данного патогена является важной задачей и невозможно без глубокого изучения структурной организации генома, 
мониторинга факторов персистенции среди новых клинических изолятов. Вопрос о выборе метода генотипирования 
остается открытым. Современные методы INDEL-, WG-SNP- и вирулотипирования широко распространены, но до сих 
пор не определено, какой из них следует применять для анализа и какой из них более валиден. С учетом этого цель 
работы состояла в сравнении результатов анализа INDEL-, вируло- и WG-SNP-типирования штаммов P. aeruginosa 
различного происхождения. В ходе исследования была продемонстрирована независимость методов вируло-, INDEL- 
и WG-SNP-типирования: каждую из рассмотренных методик следует использовать как самостоятельный метод для 
анализа WGS-данных  – либо проводить вирулотипирование для выявления наиболее патогенных штаммов, либо, 
используя INDEL-типирование, выявлять близкородственные группы штаммов с последующим WG-SNP-типированием 
этих групп.
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With the outbreak of the COVID-19 pandemic, there is an urgent need to genotype pathogens that can accompany viral 
infections, such as viral pneumonia. Among gram-negative microflora, Pseudomonas aeruginosa was identified as the dominant 
associate of viral pneumonia. Studying the pathways of this pathogen is crucial, and this endeavor is impossible without in-depth 
study of the structural organization of its genome and monitoring of persistence factors among new clinical isolates. The 
question of choosing a genotyping method remains open. Modern INDEL, WG-SNP, and virulotyping techniques are widely 
used, but it has not yet been determined which technique is most suitable for analysis and which offers the greatest validity. 
Based on this, the aim of this work was to compare the results of INDEL, viral, and WG-SNP typing of P. aeruginosa strains 
from various origins. The study demonstrated the independence of viral, INDEL, and WG-SNP typing methods. Each method 
should be used as an independent tool for analyzing whole-genome sequencing (WGS) data: virulotyping to identify the most 
pathogenic strains, or INDEL typing to identify closely related groups of strains followed by WG-SNP typing of these groups.
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С овременные исследования инфекционных заболева-
ний нельзя представить без применения молекулярно-

генетических средств и методик анализа штаммов. 
Технологии полногеномного секвенирования (whole genome 
sequencing/WGS), а также автоматизация процессов расчета 
и обработки данных помогают сократить многократно время 
ответа и повысить его качество. 

Одним из инфекционных агентов, на который мир обра-
тил серьезное внимание, стала Pseudomonas aeruginosa 
(синегнойная палочка). В 2017 г. Всемирная организация 
здравоохранения заявила, что карбапенеморезистентные 
штаммы P. aeruginosa занимают второе место в приоритет-
ном листе патогенов, требующих разработки новых антими-
кробных препаратов [1]. Позже, с 2020 г., пандемия COVID-
19 послужила фактором для селективного отбора предста-
вителей группы ESKAPE в сторону пан-антибиотикорезис-
тентности и комплексной передачи генетических факторов 
патогенности внутри представителей группы. Создание 
крупных инфекционных стационаров с высокой концентра-
цией пациентов с COVID-19 привело к ухудшению течения 
болезни у пациентов, увеличению риска негативных исходов 
и, как следствие, к более длительному пребыванию в меди-
цинском учреждении. У больных COVID-19 среди грамотри-
цательной микрофлоры доминирующими ассоциантами 
пневмонии явились Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii, P. aeruginosa, несколько реже определялись 
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzaе, грибы 
рода Candida, при этом их патогенный потенциал резко воз-
рос за счет горизонтального переноса генетического мате-
риала (например, плазмид, IS-элементов и др.), тем самым 
увеличив число случаев с летальным исходом [2–4].

Поиск новых способов противодействия данному микро-
организму является важной задачей и невозможен без глу-
бокого изучения структурной организации генома, монито-
ринга факторов персистенции и патогенности микробов 
вновь изолируемых клинических изолятов. Как известно, 
бактерии синегнойной палочки подвержены достаточно 
быстрой изменчивости, формирующейся благодаря широ-
кой горизонтальной передаче генетического материала. 

Генотипирование P. aeruginosa осуществляется с исполь-
зованием методики, основанной на анализе распределения 
однонуклеотидных полиморфизмов (single nucleotide 
polymorphism/SNP). Этот метод широко применяется в науч-
ных исследованиях и эпидемиологическом анализе, посколь-
ку позволяет оценить филогенетические связи между раз-
ными штаммами, установить их возможное происхождение, 
а также источники и пути распространения инфекции [5]. В 
ряде случаев набор SNP-маркеров подбирается непосред-
ственно для анализируемого набора штаммов, с использо-
ванием либо диагностически значимых SNP (canSNP), либо 
референсного (эталонного) генома для построения филоге-
нетических деревьев. Необходимость в референсном гено-
ме является ограничением, поскольку он должен быть тесно 
связан с геномом изучаемых изолятов, чтобы выявить 
истинные филогенетически информативные SNP [6]. 
Альтернативой может стать WG-SNP-анализ (полногеном-
ный анализ однонуклеотидных полиморфизмов). 

Новая методика INDEL-типирования, разработанная для 
P. aeruginosa, основана на выявлении коротких вставок/

делеций (insertion/deletion) нескольких нуклеотидов в целе-
вых генах. Использование для анализа 10 INDEL-локусов 
позволяет провести внутривидовую дифференциацию 
штаммов как in vitro (в полимеразной цепной реакции), так и 
in silico (на основе данных полногеномного секвенирования). 
Кроме этого, можно установить, что штаммы не являются 
одним клональным комплексом внутри одного серо- или 
MLST-типа. Разработанная схема INDEL-типирования может 
использоваться как самостоятельно, так и дополнять другие 
методы, тем самым повышая дискриминирующую силу про-
водимого анализа [7].

Примечательно, что уже имеется исследование, в кото-
ром проводилось сравнение полногеномного (wgMLST) и 
базового (cgMLST) MLST-анализа с использованием SNP. В 
этом исследовании применялись методы линейной регрес-
сии и расчета коэффициента корреляции. В результате были 
получены высокие значения коэффициента корреляции 
между SNP- и cgMLST-типированием [8].

Цель настоящего исследования состояла в сравнитель-
ном анализе результатов INDEL-, вируло- и WG-SNP-типи- 
рования штаммов P. aeruginosa.

Материалы и методы

В работе использовали WGS-данные о 18 штаммах 
P.  aeruginosa, полученных из лаборатории молекулярной 
биологии природно-очаговых и зоонозных инфекций 
Ростовского-на-Дону противочумного института Роспотреб- 
надзора. Штаммы выделены в Хабаровске и Мариуполе в 
период с 2022 по 2023 г. Полногеномное секвенирование 
проведено в ходе реализации федерального проекта соци-
ально-экономического развития Российской Федерации до 
2030 г. «Санитарный щит страны – безопасность для здоро-
вья (предупреждение, выявление, реагирование)». Также 
использовали 58 полных геномов штаммов, изолированных 
на территории Российской Федерации (Москва, Самара) в 
период с 2006 по 2020 г., полученных из международной 
базы NCBI.

Кластерный анализ и построение дендрограммы прово-
дили с использованием авторской программы по методу 
UPGMA. Для построения дендрограммы использовали про-
грамму MEGA 5 [9]. Отображение дендрограммы выполняли 
с помощью программы FigTree v 1.4.3 [http://tree.bio.ed.ac.uk/
software/figtree/]. WG-SNP-анализ полногеномных данных осу-
ществляли с использованием авторской программы. INDEL–
типирование и идентификацию генов патогенности выполни-
ли с использованием программы Pseudomonas Analyser 
(http://antiplague.ru/pseudomonas-analyser) [7, 10]. Статистичес- 
кая обработка результатов и построение танглеграмм 
(Tanglegram plot) осуществлялись с использованием пакета 
Base R v4.1.2 [11]. Для танглеграмм статистически измеря-
лась связь между ветвями в двух противоположных дендро-
граммах с помощью расчета γ-индекса Бейкера (BGI) [12].

Результаты исследования и их обсуждение

Точность определения генетического родства штаммов 
имеет важное значение для выявления и расследования 
вспышек. В связи с этим основная цель этого исследования 
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Рис. 1. Танглеграмма, отражающая согласованность между WG-SNP- и INDEL-типированием. Дендрограмма, построенная на основе 
WG-SNP-анализа, – слева, дендрограмма, построенная по INDEL-локусам, – справа.
Fig. 1. Tanglegram reflecting the agreement between WG-SNP typing and INDEL typing. Dendrogram constructed based on WG-SNP 
analysis on the left, dendrogram constructed based on INDEL loci on the right.
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Рис. 2. Танглеграмма, отражающая согласованность между вирулотипами и INDEL-типированием. Дендрограмма, построенная на 
основе вирулотипов, – слева, дендрограмма, построенная по INDEL-локусам, – справа.
Fig. 2. Tanglegram showing the agreement between virulotypes and INDEL typing. Dendrogram based on virulotypes on the left, dendrogram 
based on INDEL loci on the right.
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Рис. 3. Танглеграмма, отражающая согласованность между вирулотипами и WG-SNP-типированием. Дендрограмма, построенная на 
основе вирулотипов, – слева, дендрограмма, построенная на основе WG-SNP-типирования, – справа.
Fig. 3. Tanglegram showing the agreement between virulotypes and WG-SNP typing. The dendrogram based on virulotypes is on the left, 
the dendrogram based on WG-SNP typing is on the right.
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состояла в том, чтобы проверить, являются ли методики 
внутривидового типирования равноценными или же их сле-
дует использовать по отдельности в зависимости от задач 
исследования или арсенала средств и технической базы.

При анализе вспышки заболевания, вызванной бактерия-
ми P. aeruginosa, проведенном с применением методов 
VNTR-типирования и полногеномного секвенирования, авто-
ры пришли к выводу о целесообразности применения на 
первом этапе простого и быстрого метода MLVA с последую-
щим секвенированием изолятов с одинаковым MLVA-
профилем [13]. 

С целью выявления корреляции между различными 
методиками внутривидового генотипирования было прове-
дено построение дендрограмм. Дендрограмма WG-SNP-
анализа была построена с использованием 68  366 поли-
морфизмов в отобранных геномах P. aeruginosa. Дендро- 
грамма, использующая методику INDEL-типирования, была 
построена по 10 INDEL-локусам. Далее на основе построен-
ных дендрограмм при помощи Base R была собрана тангле-
грамма (рис. 1).

Таким образом, используя сравнение с применением BGI, 
было установлено, что кластеризация, используемая в рас-
сматриваемых методиках статистически, не коррелирует. 
Показатель BGI был в диапазоне от 0,066 до 0,23, что свиде-
тельствует о вышесказанном расхождении в корреляции. 

Исходя из этого, был сделан вывод о причинах данного 
результата. Учитывая, что однонуклеотидные полиморфиз-
мы накапливаются постоянно, применив к этому аспекту 
концепцию молекулярных часов и выбранный WG-SNP-
анализ, можно сказать о том, что данная методика отражает 
микроэволюционные изменения геномов P. aeruginosa. В то 
же время INDEL-локусы являются более «стабильными» 
участками ДНК, но при этом имеют свои отличия, достаточ-
ные, чтобы обнаружить внутривидовую дифференциацию 
штаммов, не разделяя их на множество кластеров, что 
позволяет выделять в выборке штаммов генетически близ-
кие варианты микроорганизмов либо их клональные ком-
плексы. Возможно, следует комбинировать данные методи-
ки независимо друг от друга. Сначала необходимо выделить 
какие-то близкородственные штаммы, сгруппировать их по 
INDEL-типам, а затем изучить SNP-профиль. С другой сторо-
ны, это поможет выбирать ту или иную методику, исходя из 
задач исследования.

В дальнейшем было решено сравнить вирулотипы 
выбранных штаммов с использованием методов WG-SNP- и 
INDEL-типирования. В определении вирулотипов использо-
вали программу Pseudomonas Analyser с уже заложенной в 
нее базой 25 генов патогенности. По результатам анализа 
создана дендрограмма, которая была, как и ранее, сопо-
ставлена с дендрограммой по INDEL-локусам и WG-SNP. В 
результате были построены танглеграммы (рис. 2, 3). 

Низкая согласованность был а показана для вирулотипов 
в сопоставлении с INDEL-типированием, показатель BGI 
варьировал от 0,072 до 0,19. Вопрос о том, почему эти два 
метода могли статистически не согласоваться, не возникает. 
Изначально было интересно эмпирически продемонстриро-
вать это, чтобы в дальнейшем не велись дискуссии о выборе 
метода. В ходе расследования вспышки могут быть отобра-
ны пара или группа штаммов со схожим набором генов, 

ответственных за реализацию их патогенного потенциала, 
не имеющих клональной природы. Ответить на этот вопрос 
поможет INDEL-типирование. Использование методики 
типирования только по вирулотипам может привести к оши-
бочным выводам при изучении происхождения и генетиче-
ского родства штаммов.

Интересно отметить, что, напротив, согласованность 
между вирулотипами и WG-SNP-типированием была уме-
ренная, значения BGI варьировали от 0,72 до 0,76, что ука-
зывает на статистически схожую кластеризацию. Это объ-
ясняется тем, что применяемый в построении дендрограмм 
алгоритм UPGMA при подсчете задействует попарную 
матрицу сходства/несходства, что обуславливает одинако-
вые сценарии кластеризации. Это, в свою очередь, приводит 
к умеренным значениям BGI. 

Однако нельзя однозначно и уверенно сказать о смежно-
сти и универсальности этих методик. В связи с этим требу-
ется дальнейшее изучение этого вопроса с использованием 
других методов сравнения филогенетических кластеров. 

Заключение 

Применяемый подход статистического сравнения мето-
дов типирования P. aeruginosa продемонстрировал свою 
эффективность в оценке различных методик, основанных на 
построении филогенетических деревьев. 

Показана независимость методов вируло-, INDEL- и 
WG-SNP-типирования. Каждую из рассмотренных методик 
следует использовать как самостоятельный метод для ана-
лиза WGS-данных: либо проводить вирулотипирование для 
выявления наиболее патогенных штаммов, либо, используя 
INDEL-типирование, выявлять близкородственные группы 
штаммов с последующим WG-SNP-типированием этих групп.
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