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Аннотация
MLST (англ. Multilocus sequence typing, мультилокусного сиквенс-типирование) — это метод генетического типирования организмов, основанный на определении последовательности нуклеотидов определённого набора их генов (локусов). Как правило, для проведения анализа используется 6-9 различных генов жизнеобеспечения (housekeeping genes). 

На данный момент функционируют два сайта в сети Интернет, позволяющие проводить  MLST-типирование исходя их данных полногеномного секвенирования. Сайт pubmlst.org поддерживается консорциумом из нескольких институтов и сайт bigsdb.pasteur.fr (Институт им. Пастера, Франция). Существенным недостатком указанных сайтов является возможность анализа только одного генома, что может представлять сложности при необходимости анализа большого числа штаммов. 
Программа «MLSTtyper» предназначена для анализа данных полногеномного секвенирования возбудителей бактериальных инфекций с целью определения аллелей генов, используемых для типирования, и MLST-типа. Принципиальными особенностями программы являются офлайн режим работы (без доступа к сети Интернет) и возможность автоматического анализа большого числа геномов.

Установка и запуск программы 

«MLSTtyper» доступен для скачивания на сайте Ростовского противочумного института по адресу http://: Для запуска программы достаточно распаковать скачанный архив с программой и запустить файл MLSTtyper.bat
Входные данные

В качестве исходных данных используется файл в fasta-формате, содержащий либо набор контигов (протяженных нуклеотидных последовательностей - результат сборки de novo коротких ридов, полученных в результате полногеномного секвенирования). Предпочтительное расширение файла «.fasta» или «.fa». 

Возможна пакетная обработка множества fasta-файлов (каждый файл содержит геном одного штамма)

Алгоритм работы программы

Программа работает в два этапа. На первом этапе в данных секвенирования с помощью алгоритма Смита-Ватермана с не менее чем 80% соответствием проводится поиск заранее заложенных в программу генов, используемых для типирования, и определения их аллельного типа. На втором этапе проводится определение сиквенс-типа (ST-тип, MLST-тип) исходя из выявленных аллелей. Источником информации о сиквенс-типах являются открытые данные с сайтов pubmlst.org (Jolley K.A., et al., 2018) и bigsdb.pasteur.fr
Работа с программой

Внешний вид программы представлен на рисунке 1. Необходимо заполнить поле «Название работы» - эти данные будут использованы в качестве имени файла с результатом. 
Необходимо выбрать из раскрывающегося списка (рисунок 2) наименование анализируемого микроорганизма. В текущей версии программы предусмотрен анализ следующих патогенов: Borrelia spp, Escherichia spp, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp, Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Yersinia spp.
При нажатии на кнопку «Выбрать геномы и начать анализ» открывается стандартное диалоговое окно выбора исходного файла (файлов) для анализа. После выбора анализ начинается автоматически. В процессе работы внизу окна программы индикатор в виде тонкой бегущей полосы отображает прогресс анализа текущего файла. Если анализируется несколько геномов, индикатор в виде широкой бегущей полосы отображает общий прогресс анализа. Ориентировочное время работы программы от 1 до 5 минут для каждого штамма (fasta-файла).
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Рисунок 1 – внешний вид программы
[image: image2.png]MLST Typer sepons 1.0

Haseanme padores  MLST_type

Klebsiella_pneumoniae_YB.
Pseudomonas_aeruginosa
‘Salmonella_spp

nte| Vibrio_cholerae
Vibrio_parahaemolyticus
Vibrio_vulnificus

Yersinia





Рисунок 2 – Выбор наименования микроорганизма

В процессе работы получаемые данные отображаются в окне результата. После завершения работы программы результат сохраняется в текстовом файле, расположенном в папке с исходными fasta-файлами при этом имя файла совпадает с данными, введенными в поле «Названием работы». При копировании этого файла в текстовый редактор (или MS Excel, LibreOffice Calc) данные отображаются в табличной форме (Таблица 1).
Таблица 1 – Пример отображения результата
	Файл
	ST
	gapA
	infB
	mdh
	pgi
	phoE
	rpoB
	tonB

	Kl-pnm-3414
	806
	2
	1
	1
	1
	89
	1
	44

	Kl-pnm-3447
	23
	2
	1
	1
	1
	9
	4
	12

	Kl-pnm-3454
	undefined
	2
	3
	4
	97
	new-84,0%
	1
	39

	Kl-pnm-3478
	23
	2
	1
	1
	1
	9
	4
	12

	Kl-pnm-3539
	268
	2
	1
	2
	1
	7
	1
	81

	Kl-pnm-3823
	86
	9
	4
	2
	1
	1
	1
	27

	Kl-pnm-4237
	undefined
	9
	4
	new-92,0%
	new-99,77%
	new-93,3%
	new-84,9%
	new-81,8%

	Kl-pnm-4246
	25
	2
	1
	1
	1
	10
	4
	13


Результаты анализа каждого генома отображается в отдельной строке с указанием сиквенс-типа (ST) и номеров аллелей генов жизнеобеспечения. В случае невозможности определения сиквенс-типа в графе отображается «undefined». В случае если какого-то гена жизнеобеспечения не обнаружено, то вместо номера аллели отображается «none». Если ген обнаружен, но его нуклеотиданя структура не входит в существующие базы данных, то отображается значение «new» и указание процента соответствия с последовательностью референс-гена
Обратная связь

Все пожелания, замечания, выявленные ошибки можно направлять по электронной почте (alexvod@gmail.com), телефону 8(863)240-22-66 или на почтовый адрес: 344002, г. Ростов-на-Дону, ул. М. Горького, 117/40, Водопьянову Алексею Сергеевичу.
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