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Резюме

Получены и проанализированы данные мета- и полногеномного секвенирования четырех образцов ДНК, выделенных из трех 

образцов спинномозговой жидкости и одного штамма Neisseria meningitidis серогруппы W, полученных от больных генерали-

зованными формами менингококковой инфекции (ГФМИ) и охарактеризованных ранее. Все микроорганизмы обладали следу-

ющими антигенными и генетическими характеристиками – W: P1.5,2: F1-1: ST-11 (cc11). Применение современных подходов 

массового параллельного секвенирования и последующего полногеномного анализа позволило определить дополнительные 

антигенные и генетические характеристики изученных возбудителей и выявить присутствие как минимум двух клонов внутри 

клонального комплекса ST-11/ET-37, вызвавших ГФМИ на территории Москвы в 2016 году. Использование в практике моле-

кулярно-биологического мониторинга возбудителей ГФМИ массового параллельного секвенирования резко увеличивает объем 

получаемых данных и дискриминирующую способность генотипирования.

Ключевае слова: Neisseria meningitidis, серогруппа W, менингококковая инфекция, генерализованные формы менингококко-
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Abstract

Introduction. The invasive meningococcal disease (meningitis and/or septicemia) is actual problem of public health in Russia. Neisseria 

meningitidis isolates are classified into serogroups, PorA/FetA VRs, sequence types and clonal complexes. The growth of the invasive 

forms of meningococcal infection caused by isolates with «W: P1.5,2: F1-1: ST-11 (cc11)» profile requires attention for extended 

genotyping because the discriminating ability of classical MLST and antigens typing does not allow to answer the question about genetic 

and antigenic features of the pathogens and their epidemic potential.

Materials and Methods. Four N. meningitidis serogroup W isolates associated with invasive meningococcal disease in Moscow (Russia) 

were characterized by next-generation sequencing. Three isolates were sequenced directly from cerebrospinal fluid samples and one – 

as a bacterial culture. All isolates were characterized earlier and the data were published in the PubMLST data base (id38565, id38573, 

id50225 and id50241). Genomic DNA was sequenced on Illumina MiSeq instrument.

Results and Discussion. Obtained sequences allowed us to characterize four meningococci isolates for more than 1400 loci from 

the core genome MLST scheme. We have analyzed the core genome MLST scheme information about surface-antigen coding 

sequences. Housekeeping genes sequences were used to determine eMLST profile, ribosomal protein genes and some antibiotic 

resistance associated genes. We have characterized some ribosomal protein genes and antibiotic resistance associated genes. 

Based on eMLST profiles we noticed that there are at list two clones of N. meningitidis serogroup W inside complex ST-11/ET-37 

clonal complex circulating in Moscow during 2016. An eMLST profile of isolates id50225 and id50241 differs in 3 loci out of 20. 

Application of the approach based on next-generation sequencing in routine epidemiological surveillance dramatically increases the 

amount of data and genotyping discriminating ability.

Key words: Neisseria meningitidis, serogroup W, meningococcal infection, multilocus sequence typing, clonal complex, next-generation 

sequencing, core genome, extended MLST

Введение
Генерализованные формы менингококковой ин-

фекции (ГФМИ) входят в России в число инфекций 

с высоким уровнем смертности во всех возраст-
ных группах. ГФМИ вызываются преимуществен-
но N. meningitidis шести серогрупп. На территории 
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России наиболее распространены серогруппы А, 
В, С и W. Информация о серогруппах N. meningitidis 
и данные о заболеваемости ГФМИ позволяют пла-
нировать иммунопрофилактические мероприятия 
с использованием соответствующих вакцин. Для 
дополнительной характеристики N. meningitidis, 
принадлежащих одной серогруппе, использует-
ся классификация, предполагающая определе-
ние антигенного профиля по трем вариабельным 
фрагментам белков наружной мембраны, а так-
же сиквенс-типа по семи генетическим локусам 
и клонального комплекса с помощью мультилокус-
ного секвенирования-типирования (МЛСТ) [1]. Все 
этапы классификации N. meningitidis могут быть 
проведены с использованием молекулярно-биоло-
гического мониторинга – комплекса основанных 
на ПЦР методических подходов, не предполагаю-
щих высев культуры возбудителя, что значительно 
расширяет возможности сбора эпидемиологически 
значимой информации [1 – 5].

Исторически для территории России наиболь-
ший эпидемиологический интерес представляют 
N. meningitidis серогруппы А [2, 6], однако в на-
блюдаемый текущий межэпидемический период 
в последние годы увеличивается вклад в эпиде-
мический процесс ГФМИ представителей серо-
группы W [3, 4, 7], принадлежащих клональным 
комплексу ST-11/ET-37 [2, 3, 8]. Это требует про-
ведения дополнительных исследований, посколь-
ку, начиная с 1990-х годов, представители это-
го клонального комплекса были ассоциированы 
с периодами эпидемического неблагополучия во 
многих странах. Скорее всего, рекомендованная 
схема антигенной и генетической характеристики 
штаммов [1] не обладает достаточной дискрими-
нирующей способностью для выявления неодно-
родности клонального комплекса ST-11/ET-37, 
о чем свидетельствуют ряд зарубежных исследо-
ваний и данные полногеномного секвенирова-
ния представителей этого клонального комплек-
са (whole-genome MLST, wgMLST), опубликован-
ные в базе данных PubMLST (http://pubmlst.org/
neisseria/) [9, 10]. В связи с этим возникает необ-
ходимость расширенного определения антиген-
ных и генетических характеристик N. meningitidis 
с целью анализа эпидемиологических связей 
и поиска маркеров, ассоциированных с повы-
шенными вирулентными свойствами отдельных 

представителей клонального комплекса ST-11/
ET-37, выделяемых от больных ГФМИ. 

Материалы и методы
Для генотипирования использовано 4 пробы 

ДНК N. meningitidis серогруппы W, вызвавших 
ГФМИ на территории Москвы, которые были вы-
делены из трех образцов спинномозговой жид-
кости (СМЖ) и одного штамма ранее [3, 8]. Для 
исследования были отобраны образцы СМЖ, 
содержащие максимальную концентрацию ДНК 
N. meningitidis, которая составляла 1 – 3 х 107 ко-
пий в мл. Возбудители были охарактеризованы 
в рамках проведения молекулярно-биологиче-
ского мониторинга ГФМИ на территории Москвы 
в соответствии с рекомендованной номенклатурой 
обозначения штаммов N. meningitidis [1], полу-
ченная информация опубликована в базе данных 
PubMLST: идентификационные номера – 38565, 
38573, 50225 и 50241 [3, 8].

Охарактеризованные возбудители ГФМИ обла-
дали следующими антигенными и генетическими 
характеристиками: W: P1.5,2: F1-1: ST-11 (cc11). 
Информация об источниках ДНК N. meningitidis 
приведена в таблице 1.

Образцы ДНК были исследованы с помо-
щью массового параллельного секвенирования 
на платформе «MiSeq» с использованием набора 
«MiSeq Reagent Kit v2, 500-cycles» («Illumina», США), 
позволяющего получать парно-концевые прочте-
ния 2 х 250 нуклеотидов. Геномные библиотеки 
для каждого из образцов готовили методом фер-
ментативной фрагментации ДНК с использовани-
ем набора «Nextera XT DNA Library Preparation Kit» 
(«Illumina», США).

Поскольку образцы ДНК, выделенные из СМЖ, 
представляли собой смесь ДНК человека и ДНК 
патогена, после получения прочтений проводилась 
первоначальная оценка объема данных, относя-
щихся к N. meningitidis путем оценки результатов 
картирования исходных прочтений на референс-ге-
ном с использованием программного обеспечения 
QualiMap [11, 12]. Мы считали удовлетворитель-
ным, если в результате секвенирования получен-
ные прочтения перекрывали более 80% референс-
ного генома с более чем десятикратной глубиной.

Сборку нуклеотидных последовательностей (кон-
тигов) из перекрывающихся прочтений проводили 

Таблица 1. 
Характеристика исследованных N. meningitidis

ID* Год Источник ДНК Пол, возраст [лет] Диагноз Исход ГФМИ

38565 2014 СМЖ M., 22 Менингит, менингококкцемия Выздоровление

38573 2015 СМЖ Ж., 30 Менингит Выздоровление

50225 2016 СМЖ M., 30 Менингит, менингококкцемия Летальный

50241 2016 Штамм Ж., 18 Менингит, менингококкцемия Летальный

Примечание:*Идентификационный номер в базе данных PubMLST.
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Таблица 2. 
Аллели некоторых генетических локусов, выявленные на основании полногеномного секвенирования

Группа Генетический локус*
ID**

38565 38573 50225 50241

Расширенное МЛСТ

abcZ 2 2 2 2

adk 3 3 3 3

aroE 4 4 4 4

aspA 11 11 11 11

carB 6 6 6 6

dhpS 10 10 10 5

fumC 3 3 3 3

gdh 8 8 8 8

glnA 2 2 2 2

gpm 5 5 5 5

mtgA 4 4 4 4

pdhC 4 4 4 4

pgm 6 6 6 6

pilA НД 4 4 188

pip 3 3 3 3

ppk*** НД НД 2 2

pykA НД НД 2 2

rpiA 3 3 3 3

serC 143 143 143 143

talA 6 6 6 124

Антигенный профиль

PorA 5, 2 5, 2 5, 2 5, 2

PorB 2-2 2-2 2-2 2-144

FetA 1-1 1-1 1-1 1-1

NadA НД НД НД НД

NhbA 96 96 96 29

FHbp 9 9 9 22

Генетические локусы, 
ассоциированные с 
резистентностью к 

антибиотикам

gyrA 4 4 4 4

penA 1 1 1 1

rpoB 9 9 9 9

pro_NEIS1635 5 5 5 5

NEIS1320 (gyrA) НД 1 1 159

NEIS1525 (parC) НД 44 44 44

NEIS1600 (parE) 1 1 1 172

NEIS1609 (folP) НД НД 1 4

NEIS1635 (mtrR) 1 1 1 НД

NEIS1753 (penA) 59 59 59 59

NEIS0414 (ponA) 1 1 1 1
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с помощью программного обеспечения SPAdes 
v3.5.0 [13]. Идентификацию контигов, относящихся 
к человеческим и бактериальным геномам, про-
водили с помощью программ BlastN и BlastX при 
этом в качестве базы для сравнения использовали 
коллекции нуклеотидных (NT) и белковых (NR) по-
следовательностей из базы данных Национально-
го центра биотехнологической информации (NCBI). 
Контиги, не относящиеся к роду Neisseria, были 
исключены из последующего анализа. Подробная 
информация о контигах и статистические параме-
тры полученных данных, а также сырые данные 
прочтений опубликованы в базе данных PubMLST.

Присвоение номеров аллелей для анализируе-
мых локусов проводились на основании сопостав-
ления собранных контигов с информацией из базы 
данных PubMLST с использованием программных 
возможностей этого интернет-ресурса [14]. Для от-
дельных локусов применяли выравнивание про-
чтений (без предварительной сборки контигов) на 
референсные последовательности из базы данных 
PubMLST с использованием подхода, описанного 
в [15].

На момент окончания исследования база дан-
ных содержала информацию о 8893 полногеном-
ных профилях N. meningitidis, определенным по 
1605 генетическим локусам, идентифицирован-
ным и обозначенным согласно [9].

Результаты и обсуждение
Данные массового параллельного секвени-

рования не выявили разногласий с полученными 
ранее данными о сиквенс-типе и антигенном про-
филе охарактеризованных изолятов [2, 3, 8]. Полу-
ченные нуклеотидные последовательности позво-
лили определить дополнительные антигенные и ге-
нетические характеристики, в том числе аллель-
ный профиль на основании расширенного МЛСТ 
(extended MLST, eMLST), аллели генов, ассоцииро-
ванных с резистентностью к антибиотикам, и алле-
ли рибосомальных генов. Полученные результаты 
для некоторых генетических локусов представлены 
в таблице 2. Часть аллелей обозначена по вари-
абельным последовательностям белковых анти-
генов или по нуклеотидным последовательностям. 
Номера некоторых аллелей определить не удалось 
либо из-за отсутствия соответствующих нуклеотид-
ных последовательностей в собранных контигах 
(например, для генетического локуса ppk), либо 

из-за несовпадений в определенных сиквенсах 
с охарактеризованными аллелями из базы данных 
PubMLST. В частности, для генетического локуса 
NadA была определена аминокислотная последо-
вательность, имеющая несовпадения с аллелем 
NadA-6 по одной (для изолята 50241) и по пяти 
(для остальных изолятов) аминокислотным заме-
нам. Выявление новых аллелей, а также делеций 
в генетических локусах, используемых для харак-
теристики микроорганизмов, неоднократно наблю-
далось в отечественных и зарубежных исследова-
ниях (см. базу данных PubMLST). Их верификация, 
при необходимости, может быть проведена с ис-
пользованием дополнительных референсных мето-
дик, например [16].

Аллельный профиль на основании расши-
ренного МЛСТ позволяет говорить о циркуляции 
на территории Москвы как минимум двух клонов 
N. meningitidis серогруппы W, входящих в клональ-
ный комплекс ST-11/ET-37: полные аллельные 
профили изолятов 50225 и 50241 имеют отличия 
в трех генетических локусах из 20. Анализ рас-
ширенного антигенного профиля, аллелей генети-
ческих локусов ассоциированных с антибиотика-
ми и рибосомальных генов также демонстрирует 
различия этих двух микроорганизмов (см. табл. 2). 
Невысокий показатель заболеваемости, не превы-
шающий в последние годы 2 на 100 тыс. населения 
в год, позволяет говорить о невысоком эпидеми-
ческом потенциале выявленных представителей 
клонального комплекса ST-11/ET-37, что косвен-
но подтверждается циркуляцией представителей 
этого клонального комплекса в предыдущие годы 
(см.  [2, 3] и базу данных PubMLST).

Согласно информации, представленной в базе 
данных PubMLST найденные аллели gyrA-4, penA-
1 и rpoB-9 не ассоциированы с резистентностью 
к широко применяемым антибиотикам и характер-
ны для N. meningitidis серогруппы W.

Дальнейшие направления молекулярно-биоло-
гического мониторинга N. meningitidis, вызываю-
щих ГФМИ, должны, с одной стороны, заключать-
ся в продолжении проспективного наблюдения 
за циркулирующими штаммами с использовани-
ем ранее опубликованных подходов [1, 3, 8], на-
правленных на идентификацию, в первую очередь, 
известных представителей гипервирулентных 
клональных комплексов [2, 6], и, с другой стороны, 
в продолжении исследований, основанных на ана-

Группа Генетический локус*
ID**

38565 38573 50225 50241

Рибосомальные гены
16S 5 72 5 72

23S НД 1 1 1

Примечания: * Цветом выделены генетические локусы, рекомендуемые для обозначения штаммов N. meningitidis согласно [1]. 
** Идентификационный номер в базе данных PubMLST. 
*** Нуклеотидная последовательность подтверждена с помощью методики [16].
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лизе данных полногеномного секвенирования 
N. meningitidis.

Планируется провести исследование дополни-
тельных штаммов N. meningitidis серогруппы W, 
ассоциированных с ГФМИ, а также расширить 
анализируемую выборку за счет генотипирования 
нежизнеспособных возбудителей, содержащихся 
в СМЖ.

Использование массового параллельного сек-
венирования резко увеличивает объем получае-
мых данных и дискриминирующую способность 
генотипирования. Полученный в данном иссле-
довании массив информации не ограничивается 
группами и количеством генетических локусов, 
представленных в таблице 2. Таблица содержит 
данные о наиболее распространенных мише-
нях, используемых для определения генетических 
и антигенных свойств N. meningitidis, которые от-
ражают небольшую часть всей полученной нами 
информации. В базе данных PubMLST для каждо-
го из исследованных изолятов доступна информа-
ция по другим генетическим локусам: для изолята 
38565 – 1491 локус, изолята 38573 – 1946 локу-
сов, изолята 50225 – 1557 локусов и для изолята 
50241 – 1933 локуса.

Биоинформатический анализ и выбор опти-
мального сочетания антигенных и генетических 
характеристик возбудителей, ассоциированных 
с ГФМИ, является важнейшей задачей молекуляр-
но-биологического мониторинга бактерий вида 
N. meningitidis, направленного на идентификацию 
наиболее эпидемически опасных клонов, которые 
предположительно могут обладать селективными 
преимуществами и эволюционировать внутри кло-

нальных комплексов, обозначаемых с помощью 
МЛСТ [1, 6].Применение массового параллельного 
секвенирования для одновременной детекции ал-
лелей сотен генетических локусов, определяющих 
в том числе антигенные свойства микроорганизма, 
обеспечивает получение информации о структуре 
эпидемического процесса на его субклеточном 
и молекулярно-генетическом уровне [17], и может 
быть использовано в практике эпидемиологиче-
ского надзора с целью идентификации и анали-
за эволюционных изменений клонов (клональных 
комплексов), ассоциированных с ГФМИ [2, 6, 9].

Выводы
1. Впервые в отечественной эпидемиологической 

практике применено массовое параллельное 
секвенирование для характеристики изолятов 
N. meningitidis, вызвавших ГФМИ. Использова-
ние данного подхода позволило определить ши-
рокий спектр антигенных и генетических харак-
теристик циркулирующих возбудителей.

2. Полученные результаты генотипирования по-
зволяют говорить о циркуляции на территории 
Москвы в 2016 году как минимум двух клонов 
N. meningitidis серогруппы W, входящих в кло-
нальный комплекс ST-11/ET-37, определяемый 
на основании МЛСТ.

3. Дальнейшие направления мониторинга возбу-
дителей ГФМИ должны заключаться в иденти-
фикации представителей известных клональных 
комплексов (с помощью «классического» МЛСТ) 
и определении новых высокопатогенных вари-
антов (с помощью полногеномного МЛСТ).
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ИНФОРМАЦИЯ  РОСПОТРЕБНАДЗОРА

О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия населения в Российской 
Федерации в 2016 году: Государственный доклад (Извлечения. Начало на стр. 43)

В 7 субъектах РФ заболевания ОГС в 2016 г. 
не регистрировались (Камчатский, Чукотский ав-
тономные округа, Республики Алтай, Бурятия, Ингу-
шетия, Калмыкия, Карачаево-Черкесская) против 4 
субъектов в 2015 г.

В 15 субъектах заболеваемость ОГС превы-
шала среднероссийский показатель в 1,5 – 2,8 
раза: Ханты-Мансийский автономный округ (3,4 
на 100 тыс. населения), Ямало-Ненецкий автоном-
ный округ (3,2 на 100 тыс. населения), Калужская  
(2,9 на 100 тыс. населения), Костромская (2,9 на 
100 тыс. населения),

Владимирская (2,7 на 100 тыс. населения), Кур-
ганская (2,7 на 100 тыс. населения), Свердловская 
области, Республика Коми (2,6 на 100 тыс. населе-
ния), Воронежская область (2,5 на 100 тыс. населе-
ния) и другие.

Социальная и экономическая значимость про-
блемы вирусных гепатитов в РФ преимущественно 
продолжает определяться высокой заболеваемо-
стью хроническими формами. Всего в 2016 г. за-
регистрировано 68,1 тыс. случаев ХВГ (в 2015 г. 
– 71,8 тыс. сл.), снижение составило 5,2%.

В структуре впервые зарегистрированных слу-
чаев ХВГ преобладает ХГС с показателем доли 
77,7% (в 2015 г. – 77,4%). Показатель заболевае-
мости ХГС в 2014 – 2016 г. превышал заболева-
емость хроническим гепатитом В (ХГВ) в 3,5 раза.

С 2010 г. в РФ отмечается медленное снижение 
регистрации заболеваемости ХГС и ХГВ. В 2016 
году по ХГС снижение заболеваемости составило 
10,2% (2016 г. – 36,1, 2010 г. – 40,2 на 100 тыс. 
населения), регистрация заболеваемости ХГВ сни-
зилась на 24,1% (с 13,3 до 10,1 на 100 тыс. насе-
ления).

Показатели заболеваемости ХВГ резко отлича-
ются по субъектам РФ (от 4,5 до 147,6 на 100 тыс. 
населения), что в значительной степени зависит от 
качества диагностики и полноты регистрации дан-
ной группы заболеваний.

Остается актуальной проблема носительства 
вируса гепатита Всреди населения, несмотря на 
снижение показателя в период с 2000 по 2016 г. 
в 8,2 раза (2016 г. – 11,69 на 100 тыс. населения 
против 95,7 – в 2000 г.). В 2016 г. зарегистриро-
вано 17 117 впервые выявленных случаев носи-
тельства ВГВ. В предупреждение распространения 
парентеральных вирусных гепатитов важную роль 
играет информирование населения об основных 
особенностях этих заболеваний, путях профилак-
тики и диагностики с использованием средств мас-
совой информации и современных информацион-
но-коммуникационных технологий, обязательным 
включением вопросов профилактики в учебные 
программы организаций, осуществляющих образо-
вательную деятельность.


