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Резюме. Цель исследования — выявление INDEL-маркеров и изучение географического происхождения регио-

нальных штаммов H. pylori, циркулирующих в европейской части РФ. В исследование включены 56 штаммов 

H. pylori, выделенные в трех регионах РФ: Санкт-Петербурге, Астраханской и Ростовской области. Геномную 

ДНК выделяли с использованием набора «Проба НК» (ДНК-Технология, Россия) согласно инструкции про-

изводителя. Выявление INDEL-маркеров hp5605, hp6405, hp340, hp1390, hp3660 проводили с помощью ПЦР. 

Кластеризацию выявленных INDEL-генотипов и построение филогенетического дерева проводили с помо-

щью пакета программ BioNumerics 7.6 и GrapeTree. В качестве референтных штаммов использовали 21 штамм 

из базы данных GenBank с известным географическим происхождением. У 20 штаммов из Санкт-Петербурга 

выявлено 13 индивидуальных генотипов, при этом 17 штаммов относятся к европейскому кластеру (hpEurope), 

2 штамма к кластеру hspEAsia и один штамм — к кластеру hspWAfrica. Самый распространенный генотип, вы-

явленный в европейском кластере, включает в себя шесть штаммов из Санкт-Петербурга и два штамма из базы 

данных GenBank. Для дальнейшей дифференциации этих штаммов применен метод VNTR-типирования, 

позволивший выявить у восьми штаммов восемь индивидуальных генотипов. Пятьдесят шесть изученных 

российских штаммов представлены тридцатью индивидуальными генотипами, что отражает высокую ге-

терогенность штаммов, циркулирующих на территории европейской части РФ. Наиболее частый генотип 

представлен двумя штаммами hpEurope, одним штаммом из Астраханского региона, а также 5 и 6 штаммами 

из Ростовской области и Санкт-Петербурга соответственно. Подавляющее большинство российских штам-

мов (52/56) относится к популяции hpEurope, тогда как два штамма из Санкт-Петербурга входят в популяцию 

hspEAsia и по одному штамму из Санкт-Петербурга и Астраханской области — в популяцию hspWAfrica. Все-

го 77 штаммов H. pylori представлены 37 индивидуальными генотипами с высоким индексом разнообразия 

(DI = 0,95), что позволяет рассматривать предлагаемый метод INDEL-типирования в качестве самостоятельно-

го для генотипирования штаммов H. pylori. Учитывая сложность проблемы точного определения географиче-

ского происхождения штаммов H. pylori, весьма актуальным становится предлагаемый нами простой и удобный 

метод INDEL-типирования штаммов H. pylori, основанный на доступном методе ПЦР и позволяющий прово-

дить адекватный первичный анализ географического происхождения российских штаммов H. pylori.
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GEOGRAPHICAL DIVERSITY OF HELICOBACTER PYLORI STRAINS CIRCULATING 

IN THE EUROPEAN PART OF THE RUSSIAN FEDERATION

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

a Rostov-on-Don Research Institute for Plague Control, Rostov-on-Don, Russian Federation
b St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to identify INDEL markers and study geographical origin of regional H. pylori strains 

circulating in the European part of the Russian Federation. The study included 56 strains of H. pylori isolated in three regions 

of the Russian Federation: Saint Petersburg, Astrakhan and Rostov Regions. Genomic DNA was isolated using a set of Probe 

NA (DNA Technology, Russia), according to the manufacturer’s instructions. Detection of INDEL markers hp5605, hp6405, 

hp340, hp1390, hp3660 was performed using PCR. Clustering of the identified INDEL genotypes and building a phylogenetic 

tree were performed using the BioNumerics 7.6 and GrapeTree software packages. 21 strains from the GenBank database with 

known geographical origin were used as reference strains. In 20 strains from Saint Petersburg, 13 individual genotypes were 

identified, while 17 strains belong to the European cluster (hpEurope), 2 strains belong to the hspEAsia cluster and one strain 

belongs to the hspWAfrica cluster. The most common genotype identified in the European cluster includes six strains from 

Saint Petersburg and two strains from the GenBank database. For further differentiation of these strains, the VNTR typing 

method was used, which allowed identifying eight individual genotypes in eight strains. Fifty-six studied russian strains are 

represented by thirty individual genotypes, which reflects the high heterogeneity of strains circulating in the European part 

of the Russian Federation. The most frequent genotype is represented by two hpEurope strains, one strain from the Astrakhan 

region, as well as 5 and 6 strains from the Rostov Region and Saint Petersburg, respectively. The vast majority of Russian strains 

(52/56) belong to the hpEurope population, while two strains from Saint Petersburg are included in the hspEAsia population, 

and one strain from Saint Petersburg and the Astrakhan Region is included in the hspWAfrica population. Total, 77 H. py-

lori strains are represented by 37 individual genotypes with a high diversity index (DI = 0.95), which allows us to consider 

the proposed INDEL typing method as an independent method for genotyping H. pylori strains. Taking into consideration 

the complexity of the problem of accurately determining the geographical origin of H. pylori strains, the proposed simple and 

convenient method of INDEL typing of H. pylori strains, based on an available PCR method becomes very relevant and allows 

us to conduct an adequate primary analysis of the geographical origin of Russian H. pylori strains.

Key words: Helicobacter pylori, PCR, INDEL, MST dendrogram, VNTR typing, geographical origin.

Введение

В последние годы различия последователь-

ностей ДНК многих микроорганизмов из раз-

личных географических зон мира все чаще 

связывают с миграцией популяций человека. 

Бактерия Helicobacter pylori как возбудитель гас-

трита и язвы желудка [18, 19] является одним 

из уникальных кандидатов для реконструкции 

миграции древнего человека. H. pylori обычно 

приобретается в раннем детстве, и после этого 

бактериальная колонизация часто продолжа-

ется в течение большей части жизни хозяина. 

Изначально было показано, что доминирую-

щим фактором является внутрисемейная пере-

дача от родителей к детям [15, 30], однако позже 

была доказана частая горизонтальная переда-

ча инфекции между людьми, проживающими 

на одной территории [5]. Рекомбинация между 

неродственными штаммами происходит во вре-

мя смешанной колонизации [8, 14, 22, 29], что 

приводит к многочисленным изменениям в бак-

териальном геноме. Необычно высокая частота 

мутаций [4, 7, 24] и скорость рекомбинации [8, 

28] определяют разнообразие последователь-

ностей ДНК H. pylori, которое намного больше, 

чем у других бактерий. Как следствие, штаммы 

H. pylori очень разнообразны и почти каждый 

изолят обладает уникальным типом последова-

тельностей ДНК в схеме мультилокусного сик-

венс-типирования (Multilocus Sequence Typing — 

MLST) последовательностей ДНК семи генов 

жизнеобеспечения H. pylori [9, 17]. Это необыч-

но высокое разнообразие последовательностей 

привело к первоначальному предположению, 

что популяционная структура H. pylori является 

панмиктической [10, 23]. Генетическое разно-

образие H. pylori было подтверждено, помимо 

метода MLST, и с помощью других методичес-

ких подходов [3, 11, 12, 13, 25, 27].

В 2003 г. Falush и соавт. [9] при анализе 370 

штаммов H. pylori методом MLST-типирования 

выделили четыре группы штаммов с различным 

географическим происхождением: hpEurope, 

hpAfrica 1 (позже разделенная на hspWAfrica 

и hspSAfrica), hpAfrica 2 и hpEastAsia (состоящая 

из hspAmerind, hspEAsia и hspMaori). Позднее 

было проведено MLST-типирование расши-

ренного набора 769 изолятов H. pylori, выделен-

ных у представителей 51 различной этнической 

группы населения всего мира [17, 20]. Было 

определено шесть основных бактериальных 

популяций, обозначенных по географичес ким 

регионам, в которых они выделялись наибо-

лее часто. Пять из шести популяций оказались 

очень тесно связанными друг с другом, и к ним 

относились hpEurope, изолированные от ев-

ропейцев, а также из стран Ближнего Востока 
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и из Индии [1, 6, 9, 17]; hpAfrica1 из Марокко, 

Сенегала, Буркина-Фасо и Южной Африки; 

hpNEAfrica, изолированный в Эфиопии, Сома-

ли, Судане и в Северной Нигерии; hpAsia2, 

обнаруженный преимущественно в Северной 

Индии, а также в изолятах из Бангладеш, Таи-

ланда и Филиппин; и hpEastAsia — из конти-

нентальной Восточной Азии, Океании и Аме-

рики. Далее внутрирегиональная кластери-

зация разделяет популяцию hpAfrica1 на за-

падную (hspWAfrica) и южную (hspSAfrica) 

суб популяции, а также hpEastAsia на материко-

вую восточноазиатскую (hspEAsia), океаничес-

кую (hspMaori) и аборигенную американскую 

(hspAmerind) субпопуляции [9, 17]. Была также 

определена шестая и более отдаленно связанная 

популяция, hpAfrica2, которая не только сильно 

отличается от всех других популяций H. pylori, 

но и обнаружена только в Южной Африке, у лю-

дей как с африканским, так и европейским про-

исхождением. Происхождение hpAfrica2 до сих 

пор остается неясным. И, наконец, в Новой 

Гвинее и Австралии обнаружена новая седьмая 

популяция H. pylori — hpSahul [21].

До настоящего времени MLST-типирование 

остается наиболее используемым методом для 

определения географического происхождения 

штаммов H. pylori, тем не менее он не лишен не-

которых недостатков. Метод включает в себя 

секвенирование семи амплифицированных 

фрагментов ДНК общим размером 3850 ну-

клеотидов с дальнейшим определением одно-

нуклеотидных замен (SNP) в последователь-

ностях ДНК размером более 1400 нуклеотидов 

для каждого штамма и, следовательно, требует 

применения дорогостоящего высокотехноло-

гичного оборудования и сложного программ-

ного обеспечения.

Нами недавно предложен способ дифферен-

циации штаммов Helicobacter pylori, основан-

ный на INDEL-типировании [2], и проведе-

но исследование региональных клинических 

изолятов H. pylori для первичного анализа их 

географичес кого происхождения [27].

Цель исследования — выявление INDEL-

маркеров и изучение географического проис-

хождения региональных штаммов H. pylori, цир-

кулирующих в европейской части Российской 

Федерации.

Материалы и методы

В исследование включены 56 штаммов 

H. pylori, выделенные в трех регионах РФ: Санкт-

Петербурге, Астраханской и Ростовской области. 

Геномную ДНК выделяли с использованием на-

бора «Проба НК» (ДНК-Технология, Россия), со-

гласно инструкции производителя. Выявление 

INDEL-маркеров проводили с помощью ПЦР, 

как описано ранее [27]. Кластеризацию выяв-

ленных INDEL-генотипов и построение фило-

генетического дерева проводили с помощью па-

кета программ BioNumerics 7.6 и GrapeTree [33]. 

В качестве референтных штаммов использова-

ли 21 штамм из базы данных GenBank с извест-

ным географическим происхождением. VNTR-

генотипирование проводили с помощью ПЦР, 

как описано ранее [25, 26]. Исследование одобре-

но независимым локальным этическим комите-

том ФБУН НИИ эпидемиологии и микробио-

логии имени Пастера (протокол № 50/04-2019, 

22.06.2020).

Результаты

Методом ПЦР проведено выявление пяти 

INDEL-маркеров в ДНК 20 штаммов H. pylori, 

выделенных в Санкт-Петербурге (табл.).

Проведена кластеризация выявленных 

INDEL-генотипов и построено филогенетичес-

кое дерево методом MST (minimal spanning tree) 

с помощью пакета программ BioNumerics 7.6 

(рис. 1, II обложка).

У 20 штаммов из Санкт-Петербурга выявле-

но 13 индивидуальных генотипов, при этом 17 

штаммов относятся к европейскому кластеру 

(hpEurope), 2 штамма к кластеру hspEAsia (SP980, 

Таблица. Распределение INDEL-маркеров 

в геноме 20 штаммов H. pylori

Table. Distribution of INDEL markers in genome 
of 20 H. pylori strains

Штамм

Strain
hp5605 hp6405 hp340 hp1390 hp3660

SP100 102* 100 79 76 96
SP98 0 100 0 0 0
SP97 102 100 79 76 96
SP96 102 100 79 76 96
SP95 102 100 79 76 0
SP1002 102 106 79 64 96
SP984 0 100 79 0 96
SP983 102 106 79 76 96
SP982 102 100 79 76 96
SP700 102 100 79 76 96
SP707 102 106 79 76 0
SP755 102 106 79 76 96
SP782 102 100 79 76 96
SP786 0 100 79 0 0
SP956 102 100 79 76 0
SP958 102 106 79 0 0
SP967 102 100 79 0 96
SP980 0 100 79 64 108
SP981 102 106 85 64 96
SP994 102 100 79 64 108

Примечание. * — размер ампликона в п.н., 0 — отсутствие 
ампликона.
Note. * — amplified fragment in bp, 0 — absence of amplified fragment.
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SP994) и один штамм — к кластеру hspWAfrica 

(SP981). Самый распространенный генотип, 

выявленный в европейском кластере, включа-

ет в себя шесть штаммов из Санкт-Петербурга 

и два штамма из базы данных GenBank. 

Для дальнейшей дифференциации этих штам-

мов применен метод VNTR-типирования, опи-

санный нами ранее [25, 26] (рис. 2).

Таким образом, дополнительное применение 

метода VNTR-типирования позволяет выделить 

из штаммов с общим INDEL-генотипом инди-

видуальные VNTR-генотипы.

Для верификации результатов, полученных 

методом MST, нами был использован другой 

алгоритм кластеризации, а именно метод «бли-

жайших соседей» (NJ), наиболее часто приме-

няемый в процедуре MLST и реализованный 

в программе GrapeTree [33] (рис. 3, II обложка).

Состав кластеров практически не изменил-

ся, за исключением попадания в группу hspEAsia 

еще одного штамма из Санкт-Петербурга (SP98). 

Таким образом, подтверждается возможность 

применения метода INDEL-типирования для 

определения географического происхождения 

российских штаммов H. pylori.

Для расширения географического соста-

ва штаммов в исследование были добавлены 

15 штаммов H. pylori, выделенных в Ростовской 

области, и 21 штамм с ранее определенными 

INDEL-генотипами из Астраханской обла-

сти [27]. Таким образом, в процедуру построе-

ния филогенетического дерева методом MST 

включены 77 штаммов H. pylori, из них 56 рос-

сийских (рис. 4, II обложка).

Как видно из рис. 4, 30 из 56 российских 

штаммов H. pylori, выделенных на территории 

европейской части РФ, представлены инди-

видуальными генотипами, что отражает вы-

сокую гетерогенность штаммов. Наиболее ча-

стый генотип представлен двумя штаммами 

hpEurope, одним штаммом из Астраханского 

региона, а также 5 и 6 штаммами из Ростовской 

области и Санкт-Петербурга соответственно. 

Подавляющее большинство российских штам-

мов (52/56) относится к популяции hpEurope, 

тогда как два штамма из Санкт-Петербурга вхо-

дят в популяцию hspEAsia и по одному штам-

му из Санкт-Петербурга и Астраханской обла-

сти — в популяцию hspWAfrica. Один референт-

ный штамм, hspEAsia F32, неожиданно оказы-

вается в популяции hpEurope. Всего 77 штаммов 

H. pylori представлены 37 индивидуальными 

генотипами с высоким индексом разнообразия 

(DI = 0,95), что позволяет рассматривать пред-

лагаемый метод INDEL-типирования в каче-

стве самостоятельного для генотипирования 

штаммов H. pylori.

Обсуждение

Внедрение в широкую практику методов 

полногеномного секвенирования (WGS) поз-

волило разработать новые подходы для диффе-

ренциации штаммов H. pylori и определения их 

географического происхождения. Tsang A.K.L. 

и соавт. [31] провели полногеномное секвениро-

вание штаммов бактерий десяти видов, включая 

H. pylori, и доказали, что MLST-типирование 

не способно полностью отразить геномную 

филогению потому, что семь используемых 

для MLST генов содержат всего около 0,5% ин-

формации полного генома. Кроме того, MLST 

не способен учитывать события рекомбинации 

во всем геноме. Таким образом, WGS- и SNP-

типирование полного генома гораздо более 

эффективны для изучения филогенетических 

связей между штаммами разных видов бак-

терий. На основе метода NGS (next generation 

sequencing) были изучены последовательно-

сти двух профагов в геноме H. pylori, выявлены 

филогеографичес кие связи между штамма-

ми, и впервые было показано, что европейс-

кая популяция H. pylori (hpEurope) разделяет-

ся на две различные популяции (hpNEurope 

и hpSWEurope) [32], и это подтверждается и на-

шими данными INDEL-типирования (рис. 4). 

Следует отметить, что штамм India7, относя-

щийся по классификации MLST к hpAsia2, 

по фаговому типированию входит в популя-

цию hpEurope, что соответствует результатам 

INDEL-типирования (данные не приведены). 

Примечательно, что российские штаммы наря-

ду с общими генотипами с европейскими штам-

мами (6 генотипов), обладают гораздо большим 

количеством индивидуальных генотипов (17 ге-

нотипов), что подтверждает высокую гетероген-

ность штаммов, циркулирующих на территории 

европейской части РФ. Наконец, недавно пред-

ложен новый метод отбора таксонов, который 

направлен на минимизацию проблем диффе-

ренциации видов бактерий с высокой частотой 

рекомбинации, таких как H. pylori [16]. Авторы 

исследовали 185 штаммов H. pylori, из них 177 

было секвенировано, а информация о 8 рефе-

рентных штаммах была взята из литературных 

Рисунок 2. Дендрограмма VNTR-генотипов 

8 штаммов H. pylori из кластера hpEurope

Figure 2. Dendrogram of VNTR genotypes of 8 strains 
from the hpEurope cluster
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источников. MLST-типирование обычно вы-

являет большое количество смешанных по-

пуляций, например hpEurope с hpNEAfrica, 

hpEurope с hpAsia2 и т. д., обусловленное высо-

кой частотой событий рекомбинации. В итоге 

авторами из 185 штаммов было отобрано только 

93, характеризующихся минимальной часто-

той рекомбинантных событий и обозначенных 

как quintessents («основные»). В частности, из 89 

штаммов hpEurope было выбрано как quintessents 

только 16, что связано с длительной миграцией 

человека через Европу и, следовательно, боль-

шим количеством рекомбинантных событий. 

Также оба штамма hpAsia2 (один из них India7) 

не смогли сформировать отдельную субпопуля-

цию. Таким образом, пять из восьми референт-

ных штаммов не были включены в категорию 

quintessents. Данная «очистка» позволила соз-

дать структуру из 7 «чистых» популяций, не пе-

рекрещивающихся друг с другом. Приведенные 

данные позволяют объяснить такие факты, как 

попадание в популяцию hpEurope штамма F32 

(рис. 4), а также штамма India7. Таким образом, 

проблема точного определения географичес-

кого происхождения штаммов окончательно 

не решена из-за наличия большого количества 

«гибридных» штаммов, а новые способы ее ре-

шения требуют применения дорогостоящего 

высокотехнологичного оборудования и слож-

ного программного обеспечения.

На этом фоне весьма актуальным стано-

вится предлагаемый нами простой и удобный 

метод INDEL-типирования штаммов H. pylori, 

основанный на доступном методе ПЦР, поз-

воляющий проводить адекватный первич-

ный анализ географического происхождения 

штаммов H. pylori. Проведенный с помощью 

метода INDEL-типирования филогенетичес-

кий анализ российских штаммов H. pylori поз-

волил определить гетерогенность структуры 

популяции, в которой, помимо преобладающих 

штаммов европейской (hpEurope) группы, были 

впервые на территории РФ выявлены штаммы 

популяций hspEAsia и hspWAfrica.
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Рисунок 1. Филогенетическое дерево  
INDEL-генотипов по методу MST
Figure 1. Phylogenetic tree of INDEL genotypes 
constructed by using the MST method

Рисунок 3. Филогенетическое дерево, 
построенное по методу NJ
Figure 3. Phylogenetic tree of INDEL genotypes 
constructed by using the NJ method

Рисунок 4. Филогенетическое дерево INDEL-генотипов 77 штаммов H. pylori по методу MST
Figure 4. Phylogenetic tree of INDEL genotypes of 77 H. pylori strains constructed by using the MST method
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