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Резюме. Расшифровка инфекционных заболеваний неясной этиологии является одной из актуальных 

проблем современной медицины, потому как получение лабораторно подтвержденного диагноза, к сожа-

лению, удается осуществить лишь в весьма небольшой доле случаев таких заболеваний. Так как бóльшая 

часть часто встречающихся в средних широтах инфекционных заболеваний имеет характерную выражен-

ную клиничес кую картину, до недавнего времени этой проблеме не уделялось должного внимания. Воз-

растание числа случаев инфекционных заболеваний, не характеризующихся идентифицируемым набором 

клинических признаков, наблюдаемое в последнее время, заставляет рассматривать проблему более при-

стально. Считается, что такая тенденция обусловлена рядом обстоятельств, включая ослабление санитар-

ного контроля территорий, усиление миграционных потоков, как внутренних, так и внешних, отказ от вак-

цинации на фоне длительного периода эпидемического благополучия, возникновение атипичных штаммов 

бактерий как следствие нерациональной антибиотикотерапии, и другие. Вирусы являются наиболее рас-

пространенными организмами на нашей планете, что обуславливает ведущую роль инфекционных агентов 

вирусной природы в структуре инфекционных заболеваний неясной этиологии. По некоторым оценкам, 

полученным методами математичес кого моделирования, существует не менее 320 000 видов вирусов, спо-

собных к инфицированию млекопитающих, большая часть которых еще не описана. Поэтому мониторинг 

циркуляции известных вирусных патогенов, отслеживание путей их распространения, эволюции и изме-

нений нуклеотидной последовательности их геномов, а также выявление новых видов вирусов становятся 

жизненно важными аспектами эпидемиологического надзора, необходимыми для своевременного реаги-

рования на возникающие угрозы, прогнозирования и раннего выявления вспышек вирусных заболеваний 

человека и животных. В представленном обзоре рассматриваются как традиционные молекулярно-генети-

ческие методы выявления вирусных патогенов, такие как методы ПЦР, ПЦР в режиме реального времени, 

секвенирование по Сенгеру с предварительным клонированием, так и методы, основанные на применении 

секвенирования второго и третьего поколений. В связи с тем, что исследование вирусных инфекционных 

агентов с помощью технологий высокопроизводительного секвенирования NGS (англ. Next Generation 

Sequencing) на сегодняшний день приобретает все большее практическое значение для диагностики, борь-
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бы с болезнями, молекулярной эпидемиологии и инфекционного контроля, более подробное рассмотрение 

получили различные методы, основанные на применении этих технологий. Особое место было также отве-

дено подходам, применяющимся для обогащения вирусного генетического материала в образцах с низким 

содержанием нуклеиновых кислот патогена.

Ключевые слова: вирусы, диагностика, неизвестная этиология, инфекционные заболевания, молекулярная генетика, NGS, 

секвенирование, ПЦР, обогащение.
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Abstract. Unveiling origin of infectious diseases with unknown etiology is one of the major issues in contemporary medi-

cine, since a laboratory-confirmed diagnosis may, unfortunately, be obtained solely in very few cases. Because the ma-

jority of the most common mid-latitude infections display a typical overt clinical picture, this problem has not been paid 

a proper attention until recently. Recent rise in incidence rate of infectious diseases lacking typical clinical signs observed 

lately makes it extremely important to consider the problem more closely. It is believed that such trend is due to a whole 

body of reasons, including impaired sanitary control, increased both internal and external migration flows, refusal of vac-

cination in case of long-lasting epidemic wellbeing, emergence of atypical bacterial strains of bacteria resulting from 

irrational antibiotic therapy etc. Viruses constitute the largest group of organisms on our planet accounting for them as 

the most common causative agent of infectious diseases of unknown etiology. Some estimates obtained by mathemati-

cal modeling propose that at least 320,000 types of viruses capable of infecting mammals may exist, most of which have 

not been described yet. Hence, monitoring circulation of the known viral pathogens, tracing down their spreading and 

changes in genome nucleotide sequence as well as revealing new types of viruses become important aspects of epidemio-

logical surveillance necessary for timely response to emerging threats, prediction and early detection of outbreaks both 

in humans and animals. This review summarizes traditional molecular genetics methods for detection of viral pathogens, 

such as PCR, real-time PCR, Sanger sequencing with pre-cloning, and methods based on the second and third generation 

sequencing. Therefore, a more detailed overview was provided to diverse methods based on using such technologies be-

cause viral infectious agents investigated with high-throughput sequencing (or NGS — Next Generation Sequencing) has 

been increasingly appreciated as feasible for diagnostics, disease control, molecular epidemiology and infection control. 

Finally, a special attention was also paid to the approaches used to enrich the viral genetic material in samples containing 

low amount of pathogen nucleic acids.

Key words: viruses, diagnostics, unknown etiology, infectious diseases, molecular genetics, NGS, sequencing, PCR, enrichment.

Введение

Расшифровка случаев инфекционных за-

болеваний неясной этиологии является акту-

альной проблемой современной медицины. 

К сожалению, лишь в весьма небольшой доле 

случаев таких заболеваний удается получить 

лабораторно подтвержденный диагноз. До не-

давнего времени этой проблеме не уделялось до-

статочного внимания в связи с тем, что бóльшая 

часть наиболее часто встречающихся в средних 

широтах инфекционных заболеваний имеет 

выраженную клиническую картину с хорошо 

различимой патогномоничной симптоматикой. 

Однако в последние годы наблюдается рост слу-

чаев инфекционных заболеваний, не имеющих 

характерной клинической картины. В частно-

сти, большинство трансмиссивных заболева-

ний вирусной этиологии в большинстве своем 

имеют сходное клиническое течение, особенно 

на начальном этапе заболевания. В качестве 

примера можно привести лихорадку Зика, сход-

ную по клиническим проявлениям с лихорад-

кой денге и лихорадкой Чикунгунья. Первые 

два заболевания обусловлены флавивирусами, 

тогда как лихорадка Чикунгунья вызывается 

представителем рода Alphavirus. При этом при-

родные очаги циркуляции, а также переносчи-

ки для всех трех вирусов одинаковы [50]. Такая 

тенденция обусловлена рядом обстоятельств: 

ослаблением санитарного контроля террито-

рий, усилением миграционных потоков, как 

внутренних, так и внешних, отказом от вакци-

нации на фоне длительного периода эпидеми-

ческого благополучия, возникновением ати-

пичных штаммов бактерий вследствие нера-

циональной антибиотикотерапии и пр. В этих 

условиях качество диагностики инфекционных 

заболеваний и организация надзора за ними 

находятся в зависимости от уровня развития 
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лабораторной службы и способности проводить 

диагностику с помощью современных молеку-

лярных методов.

В структуре инфекционных заболеваний 

неясной этиологии ведущую роль играют ин-

фекционные агенты вирусной природы. Это 

обстоятельство связано с тем, что вирусы явля-

ются наиболее распространенным источником 

генетического материала на Земле, вероятно 

инфицируя все клеточные организмы. Высокая 

изменчивость геномов вирусов и способность 

адаптироваться к новым хозяевам, в сочетании 

с климатическими изменениями, а также изме-

няющийся характер хозяйственной деятельно-

сти человека и процессы глобализации способ-

ствуют возникновению эмерджентных вспы-

шек вирусных инфекций, обусловленных как 

вновь возникающими, так и редкими либо не-

характерными для данной территории видами 

вирусов [48]. Многие специалисты считают, что 

мы знаем о вирусах меньше, чем о любой другой 

группе организмов. Вероятно на сегодняшний 

день охарактеризована всего лишь доля одного 

процента от всех вирусов [34]. Согласно данным 

математического моделирования существует 

не менее 320 000 видов вирусов млекопитаю-

щих, большая часть которых еще не описана 

[18]. Все они потенциально являются возбуди-

телями инфекционных заболеваний человека 

и животных. В связи с этим выявление новых 

видов вирусов, мониторинг циркуляции из-

вестных вирусов и оценка путей их распростра-

нения являются одним из жизненно важных 

аспектов дозорного эпидемиологического над-

зора, проводимого с целью своевременного реа-

гирования на вновь возникающие угрозы, про-

гнозирования и раннего выявления вспышек 

вирусных заболеваний человека и животных. 

Традиционные методы диагностики 
инфекционных агентов

До наступления эры молекулярных исследо-

ваний выявление новых возбудителей базиро-

валось на использовании классических мето-

дов микробиологии и вирусологии, в том числе 

накоплении бактерий и вирусов на культураль-

ных средах, клеточных линиях и лабораторных 

животных с последующим определением их ан-

тигенных и патогенных свойств, особенностей 

метаболизма, а также фенотипических особен-

ностей на основе данных микроскопических 

исследований.

Появление приборов для автоматическо-

го капиллярного секвенирования в сочетании 

с развитием методик молекулярного клони-

рования расширили возможности по опреде-

лению новых патогенных микроорганизмов. 

Суть данных методов состояла в амплифика-

ции тотальной ДНК (либо кДНК в случае РНК-

содержащих вирусов) с последующим молеку-

лярным клонированием полученных библиотек 

и анализе большого количества индивидуаль-

ных клонов методом капиллярного секвениро-

вания в надежде получить последовательности 

нового микроорганизма. В других случаях для 

исследований использовался метод гибриди-

зационного анализа с помощью ДНК-чипов, 

на которых иммобилизованы олигонук леотиды, 

соответствующие консервативным участкам 

большого количества видов вирусов. При этом 

исследователи сталкивались с двумя основ-

ными проблемами: во-первых, относительно 

низкое содержание генетического материала 

вируса в исследуемом материале и, во-вторых, 

высокий процент нуклеиновых кислот человека 

и нормофлоры в клиническом материа ле. В тех 

случаях, когда не удавалось увеличить количе-

ство вирусных частиц за счет культивирования 

in vitro, эти задачи решались с использованием 

физических и химико-ферментативных мето-

дов. С этой целью на начальном этапе исследуе-

мый образец фильтровали и концентрировали 

методом ультрацентрифугирования. Далее сле-

довала стадия обработки экзонуклеазами, что 

позволяло избавиться от высокомолекулярной 

геномной ДНК и РНК хозяина. Считалось, что 

генетический материал, заключенный в вирус-

ную оболочку, при этом остается интактным. 

После этапа предварительной обработки сле-

довал этап выделения нуклеиновых кислот, ли-

гирование с олигонуклеотидными адаптерами 

и амплификация материала, обогащенного ви-

русной ДНК (или РНК) с помощью ПЦР (или 

ОТ-ПЦР) для получения библиотек.

Было разработано несколько альтерна-

тивных подходов для идентификации гене-

тического материала инфекционных агентов 

и определения последовательностей их гено-

мов. К числу таких подходов следует отнести 

метод SISPA (Sequence-Independent Single Primer 

Amplification), а также различные его модифи-

кации [5, 6, 7, 8, 9]. Еще один метод, оптими-

зированный для задач виромики и названный 

VIDISCA, основан на принципе AFLP [4, 106].

Другим направлением развития методик вы-

явления неизвестных патогенов стала универ-

сальная ПЦР (broad-range PCR), основанная 

на амплификации небольших консерватив-

ных фрагментов вирусных геномов с помощью 

праймеров, специфических для всех предста-

вителей данного рода (реже семейства) вирусов. 

Полученный продукт амплификации анали-

зировался методом капиллярного секвениро-

вания напрямую, либо после этапа молекуляр-

ного клонирования. Универсальная ПЦР была 

успешно использована для изучения биоразно-

образия [5, 109] и идентификации новых эмер-
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джентных патогенов [27], но этот подход все же 

характеризуется низкой чувствительностью, 

сложностью и длительностью выполнения, от-

сутствием универсальности и невозможностью 

стандартизации. Кроме того интерпретация 

таких результатов в клинической лаборатории 

может быть заметно затруднена, потому описан-

ные подходы выявления неизвестных вирусных 

агентов не получили широкого применения 

в практической лабораторной диагностике.

Не вызывает сомнения тот факт, что наи-

более удобным, дешевым и результативным 

методом лабораторной диагностики инфекци-

онных заболеваний является метод ПЦР в ре-

альном времени (Real Time PCR) с использова-

нием специфических праймеров и ДНК-зондов. 

Этот подход уже довольно долго и успешно [104] 

используется как для исследования предста-

вителей отдельных вирусных родов, так и при 

анализе разнообразия вирусов в различных 

типах биологического материала [11, 12, 13]. 

На настоя щее время описано значительное ко-

личество праймеров, предназначенных для об-

наружения определенных вирусных видов [15, 

16, 17]. Однако их невозможно использовать 

в мультиплексных реакциях из-за различных 

температур отжига праймеров, неспецифичес-

кой амплификации и потенциальной самоком-

плементарности. Таким образом, для видового 

определения вирусов разных родов необходимо 

проводить ряд экспериментов ПЦР. Во многих 

случаях также бывает сложно очертить возмож-

ный круг инфекционных агентов, которые мог-

ли послужить причиной данного заболевания. 

Таким образом, для проведения исследований 

методом специфической ПЦР требуется пред-

варительная гипотеза о наличии конкретных 

вирусов в образце, в отсутствие которой процесс 

идентификации патогенов может занять значи-

тельное время, что накладывает ограничение 

на выбор тактики лечения и снижает эффек-

тивность противоэпидемических мероприя-

тий. Кроме того, большинство диагностических 

лабораторий имеет довольно ограниченный 

спектр наборов, позволяющих выявлять лишь 

очень небольшое количество инфекционных 

агентов, наиболее часто встречающихся на дан-

ной территории. 

Технологии массового параллельного 
секвенирования для изучения вирусных 
патогенов

Появление технологий массового параллель-

ного секвенирования (или как их часто называ-

ют — NGS, Next Generation Sequencing) вызва-

ло настоящую революцию в самых различных 

областях медицины и биологии. Вирусология 

не осталась в стороне и также получила суще-

ственный толчок в развитии благодаря возмож-

ности обнаруживать новые патогены и прочи-

тывать вирусные геномы целиком. Так, полно-

геномное секвенирование (WGS, Whole Genome 

Sequencing) вирусов становится все более важ-

ным не только для фундаментальных исследо-

ваний, но и для клинической науки и, в пер-

спективе, медицинской диагностики. В вирусо-

логии этот подход уже получил серьезную роль 

в разработке новых методов лечения и вакцин, 

а также для расширения возможностей молеку-

лярной эпидемиологии и эволюционной гено-

мики [41].

В то время как большинство экспериментов 

по секвенированию бактериальных геномов 

в настоящее время осуществляется на клини-

ческих изолятах, которые проходят этап пред-

варительного культивирования, и таким обра-

зом их пробоподготовка для NGS сравнитель-

но проста, изучение вирусных нуклеиновых 

кислот, будь то выделенных из культуральных 

сред или непосредственно из клинических об-

разцов, практически всегда осложняется на-

личием контаминационной (загрязняющей) 

ДНК-хозяина [65]. Чтобы решить эту проблему, 

изучение геномов вирусов может проводиться 

как путем ультраглубокого секвенирования, 

так и обогащением нуклеиновых кислот виру-

сов перед секвенированием. Последнее может 

осуществляться либо напрямую, либо же путем 

концентрации вирусных частиц. При этом все 

эти подходы имеют свои собственные издержки 

и сложности.

Так, широко распространен метагеномный 

подход, позволяющий обнаруживать различ-

ные вирусные патогены с использованием так 

называемого «шот-ган» (англ. «shot-gun») сек-

венирования [20, 21, 22], который все более ак-

тивно применяется для выявления патогенов 

и для характеристики микробного разнообра-

зия в экологических и клинических образцах 

[72, 105]. Однако, несмотря на постоянное сни-

жение стоимости прочтения ДНК (https://www.

genome.gov/images/content/costpermb_2017.jpg), 

этот способ все еще достаточно дорог и нецеле-

сообразен для скрининга большого количества 

образцов. Метагеномный подход отличается 

тем, что для подготовки библиотек используют 

препараты тотальной ДНК/РНК, выделенные 

из образцов. Такие препараты содержат нуклеи-

новые кислоты не только целевого организма, 

но также хозяина и контаминантных примесей 

(бактерий, грибов и т.п.). Прямое «шот-ган» сек-

венирование таких образцов (без предваритель-

ной деплеции нежелательных примесей) приво-

дит к генерации данных, преимущественно со-

стоящих из последовательностей, относящихся 

к геномам хозяина и/или других организмов 
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[65], и лишь с крайне незначительной долей 

последовательностей искомых вирусных пато-

генов, что заметно снижает чувствительность 

эксперимента. В связи с тем, что до начала экс-

перимента часто даже приблизительная доля 

содержимого патогена неизвестна, практически 

невозможно оценить, сколько всего прочтений 

потребуется на один образец, чтобы гарантиро-

ванно обнаружить патоген в файле с «сырыми» 

данными секвенирования. Так, доля прочте-

ний, которые соответствуют геному целевого 

вируса в результатах метагеномного секвени-

рования, часто весьма низка; например, 0,008% 

для вируса Эпштейна—Барр (ВЭБ) в крови здо-

рового взрослого [2], 0,0003% для вируса Ласса 

в клинических образцах [66] и 0,3% для вируса 

Зика в образце, который был обогащен посред-

ством фильтрации и центрифугирования [14]. 

Наши собственные эксперименты по секве-

нированию транскриптомных библиотек, по-

лученных от птиц и клещей, также во многом 

подтверждают эти данные. Например, содер-

жание вирусных прочтений в образцах с кали-

форнийским энцефалитом обычно в пределах 

0,03–0,06%, в образце с вирусом Вад-Медани — 

0,7%, авиаденовирусом — 0,1%, авастрови-

русом — 0,02% и коронавирусом — 0,0001%. 

При этом в ряде случаев мы вообще не смогли 

найти вирусные прочтения в результатах сек-

венирования биоматериала, в котором наличие 

вируса было точно подтверждено с использова-

нием специализированных родоспецифичных 

праймеров, а общее число прочтений в «fastq»-

файлах достигало одного миллиона. Отдельно 

стоит упомянуть и про различные наборы для 

выделения вирусной ДНК/РНК. Наши экспе-

рименты (неопубликованные данные) по срав-

нению различных наборов и методик показали, 

что количество получаемых вирусных прочте-

ний может отличаться на порядки для одних 

и тех же образцов, вновь показывая, что резуль-

таты, получаемые в разных лабораториях, могут 

очень сильно разниться.

Глубина покрытия при такого рода экспери-

ментах также обычно совершенно недостаточна 

для обнаружения мутаций резистентности к ле-

карственным препаратам [99], а стоимость по-

добных исследований высока. Таким образом, 

метагеномное секвенирование обычно прово-

дится только на небольшом количестве образ-

цов для исследовательских целей [2, 14]. Широко 

известны такие подходы как концентрация ви-

русных частиц из клинических образцов путем 

опосредованного сдерживания антителами, 

фильтрация, ультрацентрифугирование и де-

плеция свободных нуклеиновых кислот, при-

надлежащих в основном хозяину [54, 60, 77, 91], 

и хотя они могут повысить процент вирусных 

последовательностей, однако они также значи-

тельно уменьшают общее количество вирусных 

нуклеиновых кислот, что часто приводит к си-

туациям, когда количество ДНК патогена будет 

недостаточно для подготовки библиотеки для 

секвенирования. Кроме того, все эти методы за-

метно увеличивают стоимость и длительность 

исследования. Неспецифические методы ам-

плификации, такие как амплификация с мно-

жественным вытеснением цепи (MDA, Multiple 

Displacement Amplification), использующая слу-

чайные праймеры и полимеразу Ф29, могут уве-

личивать выход ДНК, но эти подходы требуют 

дополнительного времени, финансовых затрат 

и приводят к неравномерной представленности 

фрагментов, ошибкам и загрязнениям, не обя-

зательно улучшая чувствительность [46, 88]. 

Более того, доля прочтений хозяина часто все 

еще остается высокой [21].

Когда метагеномные подходы используются 

для обнаружения или диагностики патогенов, 

крайне важно использовать соответствующие 

биоинформационные инструменты и базы дан-

ных, которые помогут оценить являются ли об-

наруженные патогенные последовательности 

причинами инфекции, случайными находка-

ми или контаминацией. Сопутствующий био-

информационный анализ объемных метаге-

номных данных обычно требует значительных 

вычислительных ресурсов, а также определен-

ных знаний и опыта по работе со средствами 

анализа. Как правило, сам анализ заключается 

в попарном сравнении полученных последова-

тельностей с теми что хранятся в базах данных, 

для чего используются различные программ-

ные средства, среди которых наиболее популя-

рен BLAST [3], хотя существуют и другие про-

граммы [6].

Что касается опубликованных биоинфор-

матических пайплайнов для анализа данных 

с целью поиска вирусных патогенов, то они, как 

правило, делятся на две категории: 1) те, что 

первоначально удаляют прочтения «хозяина» 

путем точного выравнивания на соответствую-

щий хозяйский геном, и в дальнейшем анализ 

идет уже только для оставшихся «нехозяйских» 

прочтений; 2) те, что производят сборку про-

чтений до более длинных контигов, а затем по-

следние уже анализируются на предмет принад-

лежности к какому-либо организму, включая 

вирусные. Однако у первого подхода имеется 

один существенный недостаток — он подходит 

только для тех случаев, когда хозяином высту-

пают хорошо изученные организмы с хорошо 

охарактеризованными геномами, такие как, 

например, человек или мышь. Впрочем, с раз-

витием технологий секвенирования все боль-

ше полных геномов становятся доступными 

публично, и эта проблема постепенно уходит 

в прошлое. У второго подхода тоже есть свой не-
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достаток — для сборки длинных контигов тре-

буется высокое покрытие, что существенно уве-

личивает как время анализа, так и стоимость 

эксперимента. При недостаточном количестве 

данных возможны пробелы между прочтения-

ми, и контиги часто не могут быть построены, 

в конечном счете, мешая идентификации ви-

русов. Впрочем, общее у обоих подходов — все 

прочтения-кандидаты («выжившие» после 

фильтрации хозяйской ДНК в подходе первого 

типа, или «удлиненные» прочтения при втором 

подходе) сравниваются с известными вирусны-

ми последовательностями. Среди опублико-

ванных пайплайнов первого типа можно пере-

числить подход Petty и соавт. [55], в котором 

необработанные прочтения сначала сопостав-

ляются с человеческим референсным геномом, 

а оставшиеся затем сравниваются с вирусной 

базой данных. Удаление хозяйских прочтений 

является важным шагом и было реализовано 

в VirusFinder [107], VirusHunter [113], VirusSeq 

[16] и Vy-PER [103]. Отдельно стоит упомя-

нуть, что если хозяйские прочтения остаются 

в анализируемых данных, то могут возникнуть 

ложноположительные результаты за счет воз-

можного высокого сходства с вирусными гено-

мами. VirusFinder [107] сначала выполняет этап 

предварительной обработки, в котором сырые 

прочтения выравниваются на человеческий 

геном с использованием Bowtie2 [58, 59]. Затем 

оставшиеся прочтения выравниваются на ви-

русную базу данных с использованием BLAT 

[51]. Наконец, предположительно вирусные 

прочтения собираются до более длинных кон-

тигов с использованием Trinity [37]. VirusFinder 

предполагает высокую глубину секвенирова-

ния, чтобы можно было получать хорошие ре-

зультаты сборки, и в основном разрабатывался 

для обнаружения сайтов интеграции вирусов 

в геноме человека. Примеры, представленные 

в статье VirusFinder, имеют глубину секвениро-

вания от 31Х до 121Х. Собранные контиги затем 

используются для построения филогенетичес-

ких деревьев и оценки взаимосвязи друг с дру-

гом. VirusHunter [113] использует BLASTn для 

первоначальной фильтрации прочтений, при-

надлежащих хосту, после некоторой оценки 

качества. Оставшиеся прочтения затем клас-

сифицируются с использованием BLASTn 

и BLASTx в таксономические группы. Таким 

образом, VirusHunter нуждается в исходном 

геноме хозяина хорошего качества, чтобы раз-

делить прочтения на хозяйские и нехозяйские. 

Кроме того, повторный запуск BLAST для об-

работки данных потребует времени. VirusSeq 

[16] сфокусирован на идентификации вирусных 

штаммов в раковой ткани человека. Сначала 

все прочтения человеческой ДНК удаляются 

путем сопоставления с человеческим геномом, 

и оставшие ся прочтения затем выравнивают-

ся на вирусную базу данных, с использовани-

ем программы MOSAIK на обоих этапах [61]. 

VirusSeq использует подсчет общего количе-

ства прочтений для идентификации вирусного 

штамма. Тем не менее, пороговое значение уста-

новлено как 1000 прочтений на вирус в отноше-

нии 30-кратного покрытия вирусного генома. 

Этот порог может быть изменен, но VirusSeq раз-

работан именно для образцов с высоким значе-

нием глубины прочтения, поэтому он не может 

использоваться для анализа наборов данных 

с низким процентным содержанием вирусного 

материала. Vy-PER [103] использует на первом 

этапе человеческий геном для удаления про-

чтений хозяйской ДНК. Прочтения, которые 

не выравниваются на человеческий геном, затем 

сравниваются с базой данных вирусных геномов 

NCBI с использованием BLAT [51]. Описанный 

пример на образцах лейкемии выполняется 

с довольно высокой глубиной (80Х для случаев 

и 40Х для контролей), что не является обяза-

тельным требованием, но важной предпосыл-

кой для устранения ложных результатов.

Все упомянутые пайплайны второй катего-

рии для выравниваний используют программ-

ные средства, такие как Blast или Bowtie2. Более 

полный обзор доступных программ приведен 

в работе Fonseca и соавт. [32]. В случае обнару-

жения вируса определенную роль играют спец-

ифические проблемы: 1) высокая гетероген-

ность геномов; 2) скорость мутаций; 3) встав-

ки целых геномных областей и 4) заражение 

новых хозяев адаптацией вирусного генома. 

Следовательно, возникают проблемы при обра-

щении с образцами из большого разнообразия 

потенциально инфицированными вирусами 

видами. Во-первых, полностью собранный ре-

ференсный геном доступен только для неболь-

шого количества животных, хотя эта ситуация 

постепенно меняется. Кроме того, качество 

референсных геномов может различаться. Во-

вторых, количество вирусной ДНК, читаемой 

в биологическом образце, зависит от произ-

водственного цикла вируса, временной точки 

заражения и выбора правильного типа ткани, 

чтобы получить большую часть вируса из об-

разца. Следовательно, количество возможных 

детектируемых вирусных последовательностей 

может быть низким. Для построения контигов 

должно быть доступно множество прочтений 

вирусной последовательности, то есть должен 

быть обеспечен хороший охват, и эти чтения 

не должны быть загрязнены последовательно-

стями из организма-хозяина и других микро-

организмов.

В любом случае, при анализе отдельно стоит 

вопрос наличия качественных баз данных анно-

тированных последовательностей. Существуют 
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курируемые вручную специализированные 

БД вирусных последовательностей, такие как, 

например, ViPR [81], RVDB [36], viruSITE [98] 

и другие (обширный список может быть найден 

по адресу [44]), однако они в основном содержат 

весьма ограниченное число информации, и не 

могут использоваться для поиска и идентифи-

кации патогенов, особенно новых и неизвест-

ных. Напротив, наиболее обширная база NCBI 

GenBank содержит очень большое количество 

вирусных последовательностей, в том числе ге-

номных фрагментов, и при этом постоянно по-

полняется, однако качество хранимой инфор-

мации вызывает серьезные вопросы. Впрочем, 

даже эта база данных очень далека от того, что-

бы считаться исчерпывающей в части охвата 

вирусного генетического материала. 

Проблемы метагеномного NGS 
подхода для исследования вирусов

Метагеномика не требует предварительной 

гипотезы о наличии конкретного вирусного 

патогена, и это является значительным преи-

муществом подхода [99], поскольку позволяет 

секвенировать новые вирусы без необходимо-

сти разработки и синтеза специализирован-

ных праймеров или ДНК-зондов. Это особенно 

актуально для быстрого реагирования на воз-

никающие угрозы, такие как вирус Зика [70]. 

Для вирусов, ассоциированных с развитием 

рака, метагеномика может помочь при оказа-

нии клинической помощи, предоставлять ин-

формацию о развитии заболевания и генериро-

вать данные с высоким охватом интегрирован-

ных вирусных геномов [23]. Однако случайные 

находки как в хозяйской, так и в микробио-

логических последовательностях могут также 

представлять определенные этические и даже 

диагностические дилеммы для клинической 

метагеномики [39]. Имеет место и тот факт, что 

на сегодняшний день основное влияние мета-

геномики было на расширение разнообразия 

существующих семей, а не на определение но-

вых, в связи с чем наблюдаются определенные 

ограничения такого подхода для изучения не-

известных ранее патогенов. На практике очень 

вероятна ситуация, при которой по результатам 

метагеномного секвенирования прочтения ви-

русной ДНК могут находится в файле с дан-

ными, но не обнаруживаться путем сравнения 

с записями в базе данных из-за отсутствия сколь 

либо заметной гомологии с ними. Это особенно 

вероятно для вирусов, присутствующих в хос-

тах, которые ранее не подвергались скринингу 

на вирусные патогены, или те, которые силь-

но разошлись генетически. Как следствие, для 

лучшего понимания «виросферы» требуется со-

четание более экспансивной выборки и серьез-

ных улучшений в алгоритмах вычислительно-

го анализа. Парадоксально, но чем больше мы 

вникаем в «виросферу», тем более очевидным 

становится тот факт, что мы охарактеризовали 

лишь крайне незначительную часть вирусов, 

с систематическим уклоном против выявления 

наиболее расходящихся геномов [95, 112].

Наконец, существует и другая распростра-

ненная проблема большинства тестов на ос-

нове технологий NGS, как метагеномных так 

и прочих, заключающаяся в том, что сложные 

многоступенчатые процессы могут создавать 

серьезные проблемы для воспроизводимости 

результатов, что также мешает внедрению этих 

технологий в диагностическую практику, где 

цена ошибки особенно высока. 

Получение полных геномов вирусов

Для небольших вирусов, таких как вирус 

иммунодефицита человека (ВИЧ, англ. HIV), 

вирус гриппа, вирус гепатита B (HBV) и вирус 

гепатита C (HCV), широко используется сек-

венирование фрагментов геномов для научных 

исследований, что, впрочем, имеет и важное 

клиническое применение. Таргетное секвени-

рование небольшого числа генов, кодирующих 

мишени противовирусных агентов, таких как 

ВИЧ, уже стало нормой в клинической прак-

тике. Для обнаружения ограниченного числа 

антивируснорезистентных вариантов полноге-

номное секвенирование до недавнего времени 

было слишком дорогостоящей и трудоемкой 

процедурой для использования по сравнению 

с прочтением отдельных генов, на которые на-

целены лекарственные препараты. Тем не ме-

нее, постепенно мы получаем новую информа-

цию о все большем числе генов устойчивости, 

что вкупе с уменьшением затрат на секвени-

рование приводит к переосмыслению потреб-

ности в WGS при исследованиях. Рутинное 

использование WGS патогенов для диагности-

ческих целей [1], вероятно, в скором будущем 

будет иметь более широкие клинические и ис-

следовательские преимущества. Например, по-

следовательности вируса Зика, которые были 

обнаружены в эпидемиологических целях, 

влияют на принятия решений в общественном 

здравоохранении [31]. Геномы ВИЧ, секвени-

рованные для идентификации противовирус-

ных резистентных вариантов, также исполь-

зовались для изучения эволюции вируса [68] 

и вирусной генетической ассоциации с забо-

леванием, включая исследования ассоциаций 

генотип–фенотип, а также связи генетических 

вариантов хозяина и результатов инфицирова-

ния, включая установление вирусной нагрузки 

при ВИЧ-инфекции [8, 82].
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В настоящее время стоимость секвенирова-

ния полных вирусных геномов, несмотря на их 

небольшой размер, все же существенно выше, 

чем стоимость секвенирования отдельных ге-

нов устойчивости к лекарственным препаратам. 

Разница в затратах между секвенированием це-

левой области и целого генома вируса во многом 

определяется размером генома по сравнению 

с размером и количеством целевых локусов. Тем 

не менее, информация о целом геноме может 

предоставить важную дополнительную инфор-

мацию, как описано выше. 

Обогащение вирусного генетического 
материала ПЦР-амплификацией 
с использованием специфичных 
праймеров

Альтернативой метагеномным подходам яв-

ляется целевое обогащение определенного ви-

русного генома(-ов) или их фрагментов перед 

секвенированием. Так, эффективность ис-

следования может быть значительно увеличе-

на за счет комбинирования родоспецифичной 

ПЦР и технологий NGS. ПЦР-амплификация 

вирусного генетического материала с исполь-

зованием праймеров, которые являются ком-

плементарными известной нуклеотидной по-

следовательности, является наиболее распро-

страненным подходом для обогащения неболь-

ших вирусных геномов, таких как ВИЧ и вирус 

гриппа. Недавние примеры обогащения ПЦР-

амплификацией, за которым следует секвени-

рование, включают филогенетический анализ 

вспышки вируса кори на зимних Олимпийских 

играх 2010 г. [33] и отслеживание недавних эпи-

демий вирусов Эболы и Зика. С помощью сек-

венирования амплифицированных длинных 

(2,5–3 т.п.о.) фрагментов была исследована ва-

риабельность генома норовируса и возможность 

его нозокомиальной передачи среди пациентов 

нескольких госпиталей во Вьетнаме [19, 57], что 

выявило как независимые интродукции воз-

будителя в больницу, так и внутрибольничную 

передачу, несмотря на предпринимаемые меры 

по борьбе с инфекцией. Аналогичный подход 

был использован в работе по определению чув-

ствительности и специфичности платформы 

Illumina при идентификации минорных поли-

морфизмов в смешанных популяциях ВИЧ [53]. 

В других исследованиях глубокого секвениро-

вания на основе ПЦР были получены полные 

геномы вируса гриппа [108] (13,5 кб), вируса 

денге [79] (11 кб) и HCV [75] (9,6 кб). Это было 

осуществимо на практике, поскольку эти виру-

сы имеют сравнительно небольшие геномы, для 

покрытия и сборки полногеномных последова-

тельностей которых требуется всего несколь-

ко ПЦР-ампликонов. Однако, гетерогенность 

РНК содержащих вирусов, таких как HCV27, 

норовирусов [19] и вируса бешенства [69], может 

потребовать использования множественных пе-

рекрывающихся сетов праймеров для обеспече-

ния амплификации всех известных геновариан-

тов вируса. Известно, что ПЦР-амплификация 

более подходит для WGS образцов с низкой 

концентрацией вирусов, чем метагеномные ме-

тоды [99], хотя и другие методы, такие как целе-

вое обогащение вирусных последовательностей, 

могут тоже приводить к хорошим результатам 

в такого рода образцах. Например, это было по-

казано для норовируса [13].

Перекрывающиеся ПЦР-ампликоны в со-

четании с NGS использовались для секвениро-

вания целых геномов больших вирусов, таких 

как, например, HCMV [84], но этот метод име-

ет ограниченную масштабируемость, так как 

требуется синтез множеста праймеров и отно-

сительно большое количество исходной ДНК. 

Этот факт ограничивает число подходящих 

образцов, а соответственно и геномов, которые 

могут быть получены с использованием такого 

подхода. Например, для амплификации гено-

ма вируса Эбола потребовалось 8–19 продуктов 

ПЦР [83], а в двух исследованиях норовирусов 

было необходимо 14 и 22 продуктов ПЦР со-

ответственно [19, 57]. Для получения генома 

вируса Парамушир понадобилось 60 ПЦР про-

дуктов, а также дополнительные эксперименты 

по секвенированию с применением прямого 

метода Сенгера для покрытия недосеквениро-

ванных участков [89]. Однако, для клинической 

диагностики такой подход является проблема-

тичным из-за значительного объема лаборатор-

ной нагрузки, связанной с многочисленными 

ПЦР постановками, необходимости индиви-

дуальной нормализации концентраций раз-

личных ПЦР-продуктов до смешивания, вы-

сокой вероятности отказа ПЦР-реакции из-за 

несоответствия праймера матрице (особенно 

для быстро мутирующих вирусов [89]), а так-

же высокой стоимости расходных материалов 

и трудозатрат [10]. Поэтому, несмотря на техни-

ческую возможность секвенирования вирусов 

размером вплоть до 250 кб, пропорциональная 

взаимосвязь между длиной генома и техничес-

кой сложностью делает секвенирование ви-

русных геномов более чем 50 кб на основе ПЦР 

нецелесообразным с использованием совре-

менных технологий, в частности для крупных 

исследований с большим числом образцов или 

рутинной диагностики. Другая проблема за-

ключается в том, что повышение количества 

ПЦР-реакций требует соответствующего уве-

личения количества материала, что не всегда 

возможно, так как объем клинического образца 

обычно ограничен. Развитие микрофлюидных 
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технологий может помочь преодолеть некото-

рые из этих барьеров. ПЦР на основе микро-

флюидики и пулирование большого числа ам-

пликонов были успешно использованы для сек-

венирования нескольких локусов устойчивости 

к противомикробным препаратам (например, 

из микробиома свиней) [47], и могут также при-

меняться для вирусных геномов, потенциально 

вплоть до уровня единичных геномов [76].

Высоковариабельные патогены, особенно те, 

которые имеют широко расходящиеся генетиче-

ские линии и генотипы, такие как HCV [11], ви-

рус гриппа и норовирусы, вызывают серьезные 

проблемы для ПЦР-амплификации, особенно 

из-за несоответствия праймеров матрице [13, 

19, 99]. Тщательный подход при дизайне струк-

тур праймеров может помочь смягчить эти про-

блемы, но процесс изучения новых вариантов 

все же остается проблематичным. Стоит также 

отметить, что в ряде случаев различия между 

матрицей и праймерами настолько велики, что 

могут выпадать целые вирусные сегменты, как 

было показано для вируса Парамушир [89]. 

Специфическое обогащение вирусного 
генетического материала путем 
гибридизации

Целевое обогащение на зондах (также извест-

ное как гибридизация или специфическое обо-

гащение) может быть использовано для секве-

нирования полных вирусных геномов непосред-

ственно из клинических образцов без необходи-

мости предварительного культивирования или 

ПЦР [24, 101, 111]. Эти методы обычно включа-

ют небольшие РНК- или ДНК-зонды, которые 

являются комплементарными к референсной 

последовательности патогенов (или панели эта-

лонных последовательностей). В отличие от ме-

тодов на основе ПЦР-амплификации, в данном 

случае реакцию можно проводить в одной про-

бирке, содержащей перекрывающиеся зонды, 

которые покрывают весь геном. В реакции ги-

бридизации зонды, связанные с твердой под-

ложкой (например, мечеными стрептавидином 

магнитными частицами), захватывают или «вы-

тягивают» комплементарные последовательно-

сти ДНК из общего пула нуклеиновых кислот, 

присутствующих в образце. Захват сопровожда-

ется последующим лигированием адаптеров, 

специфичных для секвенатора, и небольшим 

числом циклов ПЦР для обогащения успешно 

лигированных фрагментов. Этот подход ранее 

был успешно использован для характеристи-

ки клинически значимых вирусов разного раз-

мера, таких как вирус гепатита С [99], HSV-1 

[28], вирус ветряной оспы (VZV) [24], вирус 

Эпштейна–Барр (EBV) [78], вирус герпеса че-

ловека 5 (HCMV) [23], вирус герпеса человека 6 

(HHV6) [102] и вирус герпеса человека 7 (HHV7) 

[26]. Реакция проводится в одной пробирке 

и, подобно ПЦР на основе микрофлюидики, 

поддается высокой степени автоматизации [78]. 

Отсутствие стадии культивирования означает, 

что полученные последовательности более ха-

рактерны для исходного вируса, а не для культи-

вируемых вирусных изолятов, соответственно 

получается меньшее число мутаций, чем в ПЦР-

амплифицированных образцах [23, 24]. Успех 

этого метода очень сильно зависит от доступных 

эталонных (референсных) вирусных последо-

вательностей. Специфичность увеличивается, 

когда дизайн ДНК-зондов произведен на осно-

ве большого набора референсных последова-

тельностей, поскольку это приводит к лучшему 

охвату как внутри одного, так и между разны-

ми образцами. Целевое обогащение возможно 

даже когда имеется небольшое несоответствие 

между матрицей и зондом; однако, в то время 

как ПЦР-амплификация требует только знания 

фланкирующих областей целевой области, для 

целевого обогащения путем гибридизации не-

обходима информации о всей внутренней по-

следовательности для дизайна зондов. Впрочем, 

даже если какой-то зонд не «срабатывает», его 

область может по-прежнему захватываться дру-

гими (перекрывающимися или соседними) зон-

дами [23, 24]. Недавно, Briese и соавт. [12] разра-

ботали платформу для секвенирования вирусов 

позвоночных (VirCapSeq-VERT), состоящую 

из ~2 млн биотинилированных ДНК-зондов для 

целевого обогащения вирусных нуклеиновых 

кислот, направленную на повышение чувстви-

тельности обнаружения вирусных патогенов. 

Описанный метод позволяет идентифициро-

вать (и в ряде случаев даже осуществлять сборку 

целых геномов обнаруженных вирусов) большое 

число вирусов, включая новые (имеющие не ме-

нее 60% идентичности с известными геномами) 

вирусы. Впрочем, общая стоимость секвениро-

вания на образец остается все еще достаточно 

высокой, а сам метод пока не был широко вос-

требован другими исследовательскими груп-

пами, и его эффективность еще предстоит оце-

нить. Однако стоит отметить, что целевое обо-

гащение не подходит для характеристики совер-

шенно новых вирусов, которые имеют низкую 

гомологию с известными вирусами, и для кото-

рых метагеномика, а также в некоторых случаях 

и ПЦР с использованием вырожденных (смесь 

аналогичных, но вариативных) праймеров, мо-

гут быть более подходящими подходами, хотя 

и приводящими к очень «шумному» результату. 

Впрочем, проблему анализа данных, а именно 

идентификации новых вирусных агентов при 

отсутствии гомологичных геномов в базах дан-

ных, это не решает. 
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ДНК-метабаркодинг как способ 
детекции и идентификации патогенов 
в биологических образцах

ДНК-баркодинг — метод, который использу-

ет короткую часть генома организма (так назы-

ваемый штрих- или бар-код), чтобы определить 

принадлежит ли он к определенному семейству, 

роду или даже виду, используя последующее 

прочтение фрагмента генома. Этот метод был 

первоначально разработан для изучения бак-

териальных сообществ (например, исследова-

ния микробиоты кишечника), но сегодня он 

широко используется для решения самых раз-

личных задач, включая даже такие необычные 

применения как выявление фальсификации 

в пищевой промышленности [97], изучение 

диет морских сообществ [9] и анализ биотопли-

ва [45]. Однако, в отличие от других таксонов, 

вирусы не имеют универсально разделенного 

филогенетического маркера (как, например, 

16S у бактерий, оксидазы цитохрома C для птиц 

и млекопитающих, rbcL и matK для растений 

и внутреннего транскрибируемого спейсера ITS 

для грибов и растений), что делает невозмож-

ным разработку универсальных пар праймеров 

для амплификации и дифференциации раз-

личных вирусных последовательностей. Кроме 

того, вирусная таксономия зачастую основана 

на признаках вызываемых заболеваний, а не на 

генетическом сходстве патогенов. Этот факт 

усложняет выбор штрих-кода (короткой стан-

дартизованной нуклеотидной последователь-

ности ДНК организма), даже для одного рода 

(например, Mammarenavirus может быть серо-

логически, филогенетически и географически 

разделен на две основные группы: комплекс 

«Старого Света», распространенный в Африке, 

Европе и Азии, а также комплекс «Новый мир», 

обнаруженный в Северной и Южной Америках 

[38]), не говоря уже о более высоких таксонах.

В ДНК-метабаркодинге вирусов ПЦР про-

дукты разных постановок (на каждой отдель-

ной паре праймеров) для каждого образца со-

бирают в одну пробирку, очищают, элюируют 

в минимальном объеме и готовят для последу-

ющего NGS секвенирования [20]. Однако этот 

подход не исключает требования выполнения 

множества ПЦР реакций на каждый образец, 

что является проблемой при одновременном 

изучении большого количества биологического 

материала. Кроме того, существуют ограниче-

ния на использование разных протоколов для 

подготовки библиотеки, особенно когда прото-

кол включает стадию эмульсионной ПЦР, тре-

бующей ПЦР-продуктов с длинами в доволь-

но узких границах. Потому в нашем недавнем 

исследовании [7] мы внедрили способ дизайна 

олигонуклеотидных панелей для целевого обо-

гащения вирусных нуклеиновых кислот, где ос-

новной целью являлось использование мини-

мального набора олигонуклеотидов праймеров 

для покрытия максимального числа различных 

вирусных таксонов в рамках единой реакции 

ПЦР. Мы применили этот подход для разра-

ботки панели родоспецифических праймеров 

для целевого обогащения кДНК от зоонозных 

РНК-вирусов и оценили ее с использованием 

технологий NGS на образцах перелетных птиц, 

продемонстрировав значительное обогащение 

вирусными последовательностями отдельных 

родов. Так, например, мы сумели добиться того, 

что до половины всех полученных прочтений 

в конечном «fastq»-файле соответствовали ре-

гионам вирусных геномов, в то время как при 

секвенировании транскриптомных библиотек, 

полученных от тех же самых образцов, в ряде 

случаев мы вообще не смогли обнаружить ви-

русных фрагментов, либо их доля была крайне 

мала (тысячные доли процента). 

Технологии секвенирования третьего 
поколения

Современные технологии NGS второго по-

коления, такие как Illumina или Ion Torrent, 

генерируют данные с короткими прочтениями 

(обычно 200–500 п.н.), что среди прочего соз-

дает проблемы при гаплотипировании, то есть 

определении находятся ли генетические вари-

анты на едином локусе (один вирусный геном 

или клонал) или на родственных, очень сход-

ных, но все же разных генетических локусах 

в одной и той же популяции. Более того, с ис-

пользованием коротких прочтений сложнее 

различать повторяющиеся и рекомбинантные 

регионы из-за неоднозначностей при карти-

ровании. Клинические последствия понима-

ния того, встречаются ли, например, варианты 

с множественной лекарственной устойчивос-

тью на одном вирусном геноме или распреде-

ляются между смешанной популяцией вирусов, 

каждая с разными профилями лекарственной 

устойчивости, в настоящее время неясны.

Хотя для решения этих проблем есть вычис-

лительные инструменты [40], новые технологии 

могут генерировать более длинные прочтения. 

Новые, одномолекулярные секвенаторы, такие 

как PacBio (Pacific Biosciences) и MinION (Oxford 

Nanopore) — так называемые «секвенаторы тре-

тьего поколения», способны производить чрез-

вычайно длинные прочтения, включая целые 

вирусные геномы, которые теоретически мож-

но было бы получить из единичных прочтений. 

Преимущество секвенирования на приборе 

MinION, помимо его невысокой стоимости 
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(относительно приборов от компаний Illumina 

и Thermo Fisher Scientific) и, в то же время, вы-

сокой мобильности, заключается в том, что это 

достаточно быстрый процесс — зачастую тре-

буется менее одного дня, чтобы перейти от по-

лученного образца к отчету по анализируемым 

данным [92]. Наши собственные эксперименты 

с прибором MinION показали, что, действи-

тельно, применяя эту технологию можно про-

читывать полные геномы ВИЧ с точностью, ко-

торая, как минимум, не отличается от точности 

современных полупроводниковых секвенато-

ров Ion S5 [96].

Недостатком всех NGS методов, в том числе 

одномолекулярного секвенирования, являет-

ся потребность в высоком покрытии для ми-

нимизации влияния ошибок секвенирования. 

Это особенно проблематично для исследова-

ний резистентности к лекарственным сред-

ствам, поскольку резистентность к лекарствам 

чаще всего проявляется в результате однону-

клеотидных мутаций или небольших делеций 

(1–3 оснований), особенно в некоторых РНК-

вирусах [52]. Достижение высокого покрытия, 

необходимого для обеспечения точного вари-

анта типирования, является сложной техни-

ческой задачей, особенно когда присутствует 

много ДНК хозяина по сравнению с вирусными 

последовательностями, и когда профиль оши-

бок технологии делает точечные мутации осо-

бенно трудными для обнаружения [92]. На мо-

мент написания этого обзора секвенирование 

на MinION имеет «сырое» качество (так назы-

ваемые «2D-чтения») с частотой ошибок одного 

случайного чтения примерно 10% (наши собст-

венные наблюдения), что заметно уступает ча-

стотам ошибок других технологий (Illumina 

(< 0,1%), Ion Torrent (~1%), хотя точность и может 

быть улучшена с использованием циклического 

консенсусного считывания [62, 100]. Стоит так-

же отметить, что увеличение покрытия с после-

дующим усреднением для устранения случай-

ных ошибок секвенирования также приводит 

к невозможности обнаружения так называемых 

минорных вариантов, присутствующих лишь 

в очень ограниченной доле патогенов, наличе-

ствующих в образце.

Впрочем, объединение технологий длинных 

прочтений с целевым обогащением дает потен-

циальный путь к дальнейшему развитию [29, 

49], поскольку часть сложностей может быть 

разрешена, особенно если для целевого пато-

гена достигнута достаточная глубина секвени-

рования, а частота ошибок для всех методоло-

гий может быть уменьшена за счет дальнейшего 

технологического и аналитического улучше-

ния. Деплеция нуклеиновых кислот хозяина 

является другим альтернативным (и зачастую 

дополнительным) решением, так как более вы-

сокая доля вирусных прочтений будет восста-

навливаться при каждом цикле секвенирова-

ния. Несмотря на то что для достижения этой 

цели для бактериального секвенирования уже 

имеются решения (например, деплеция рибо-

сомальной РНК человека или митохондрий, 

а также селективная деплеция ДНК с опреде-

ленной моделью метилирования), для секвени-

рования вирусов до сих пор подобных методов 

просто не существует. 

Проблемы, которые предстоит решить 
в ближайшем будущем

Вопросы чувствительности и контаминации 

особенно актуальны в секвенировании виру-

сов из-за риска как ложноотрицательного, так 

и ложноположительного обнаружения патоге-

нов. Высокочувствительное секвенирование 

(будь то метагеномное, основанное на ПЦР, или 

целевом обогащении с помощью зондов) помо-

гает обнаруживать даже небольшие количества 

загрязняющих вирусных нуклеиновых кислот 

[42, 73]. Например, вирус мышиной лейкемии 

[30, 43] и парвовирус-подобные последователь-

ности [74, 87] представляют собой всего лишь 

два классических примера среди многих кон-

таминационных агентов, которые могут быть 

получены даже из обычных лабораторных реа-

гентов, таких как колонки для выделения нук-

леиновых кислот [90]. Как и в случае с другими 

высокочувствительными технологиями, для 

минимизации загрязнения необходимы на-

дежные лабораторные методы и протоколы, 

во многом схожие, например, с применяемыми 

при работах с древней ДНК [67], хотя обычно 

и не настолько жесткие. Также важно помнить, 

что обнаружение вирусных нуклеиновых кис-

лот не обязательно определяет причину заболе-

вания, и при использовании методов NGS для 

диагностики вирусных инфекций важно под-

тверждать результаты с помощью альтернатив-

ных независимых методов, которые не зависят 

от тестирования на присутствие фрагментов 

ДНК. Например, в случаях энцефалита неиз-

вестного происхождения положительные ре-

зультаты NGS могут быть подтверждены им-

муногистохимическим анализом пораженной 

ткани [64, 71] или идентификацией вируса с по-

мощью электронной микроскопии или ткане-

вой культуры [39].

Стандартизация методов, включая этап био-

информатического анализа, скорее всего, бу-

дет являться основным ключом к успеху NGS 

секвенирования в клинической вирусологии. 

Программные пакеты, которые будут исполь-

зовать графический интерфейс пользователя, 

предпочтительнее инструментов, требующих 

экспертных знаний в командной строке Linux. 
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Кроме того, разработка и создание достоверных 

баз данных, показывающих какие варианты 

действительно свидетельствуют о резистент-

ности к лекарственным средствам, будет иметь 

решающее значение для точной клинической 

интерпретации. Такие базы данных уже созда-

ны для ВИЧ [93], HBV [35, 86] и HCV [56].

Несмотря на то что существуют серьезные 

причины для перехода от субгеномного к пол-

ногеномному секвенированию и в целом для 

использования NGS в клинической вирусоло-

гии, специалистов диагностических или при-

больничных лабораторий необходимо убедить 

в важности такого перехода. продемонстриро-

вав преимущества наличия дополнительной 

информации для ведения больных и прак-

тической осуществимости полногеномного 

секвенирования вирусов. Последнее должно 

обеспечиваться масштабируемым и автомати-

зируемым рабочим процессом, адекватной нор-

мативной базой и стоимостью, сопоставимой 

с секвенированием фрагментов. 

Заключение

Секвенирование вирусов с помощью тех-

нологий NGS приобретает все большее кли-

ническое значение для диагностики, борьбы 

с болезнями, молекулярной эпидемиологии 

и инфекционного контроля. Как уже перечис-

лено выше, существует несколько подходов, 

доступных для достижения прочтения гене-

тического материала вирусов из клинических 

образцов, ампликонов, целевого обогащения 

или метагеномики, и выбор метода специфичен 

как для вируса, так и для задачи. Метагеномное 

секвенирование наиболее подходит для диа-

гностического секвенирования неизвестных 

или плохо охарактеризованных вирусов, сек-

венирование ПЦР-ампликонов хорошо рабо-

тает для коротких вирусных геномов и низкого 

генетического разнообразия в сайтах связыва-

ния праймеров, а целевое обогащение подходит 

для патогенов всех размеров, в особенности для 

крупных вирусов, а также тех, которые имеют 

разнообразные, но хорошо охарактеризован-

ные геномы. В настоящее время существуют две 

очевидные области инноваций: методы, кото-

рые могут эффективно устранять ДНК хозяина 

и бактериальных микроорганизмов, не влияя 

на вирусную ДНК/РНК, и дальнейшее разви-

тие технологий длинных прочтений для дости-

жения гибкого и конкурентного ценообразо-

вания по сравнению с технологиями коротких 

прочтений. Новые технологии необходимы для 

объединения сильных сторон этих разных ме-

тодов, и позволят поставщикам медицинских 

услуг инвестировать в единую технологию, 

подходящую для всех вирусологических при-

ложений.
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