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Многие острые вирусные инфекции вызывают сходную клиническую симптоматику, поэтому установле-
ние этиологии вирусного заболевания требует применения целых комплексов серологических или ПЦР-
тестов, предназначенных для выявления отдельного вида патогена. Современные методы молекулярной 
биологии позволяют проводить раннюю диагностику вирусных заболеваний в тот период, пока серологи-
ческие методы диагностики еще не эффективны. Цель работы состояла в проведении анализа методов 
молекулярной диагностики, позволяющих определять вирусные нуклеиновые кислоты в крови челове-
ка. В статье представлена классификация молекулярных методов диагностики вирусных частиц в кли-
нических образцах. Подробно рассмотрены такие методы, как гибридизация in situ, реакция обратной 
транскрипции (ОТ-ПЦР), двухраундовая ПЦР, мультиплексная ПЦР, а также технология ДНК-микрочипов, 
метод массового параллельного секвенирования. Особое внимание уделено NGS-технологиям, которые 
стали использоваться в вирусологии практически сразу же после их появления и позволили обнаружить 
целый ряд новых видов вирусов человека (включая представителей анелловирусов, пикорнавирусов, 
полиомавирусов и др.). Обсуждаются достоинства, проблемы, связанные с применением этих методов 
в клинической практике, а также перспективы их усовершенствования.
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Many acute viral infections cause similar clinical symptoms, therefore, establishing the etiology of a viral disease 
requires the use of whole complexes of serological or PCR tests designed to detect a particular type of pathogen. 
Modern methods of molecular biology allow early diagnosis of viral diseases at a time when serological diagnostic 
methods are not yet effective. The aim of the work was to analyze molecular diagnostic methods that allow the 
determination of viral nucleic acids in human blood. The article presents the classification of molecular methods 
for the diagnosis of viral particles in clinical specimens. Methods such as in situ hybridization, reverse transcrip-
tion reaction (RT-PCR), nested PCR, multiplex PCR, as well as DNA microarray technology, and the method of 
massive parallel sequencing are considered in detail. Particular attention is paid to NGS-technologies that were 
used in virology almost immediately after their appearance and allowed for detection of a number of new types of 
human viruses (including representatives of anelloviruses, picornaviruses, polyomaviruses, etc.). The advantages 
and problems associated with the application of these methods in clinical practice, as well as the prospects for 
their improvement are discussed.
Key words: amplification; viral infections; massive parallel sequencing; molecular diagnostics; polymerase chain 
reaction

For citation: Abdurashitov MA, Netesova NA. Determination of viral nucleic acid in the human blood. BIOpre-
paraty. Profilaktika, diagnostika, lechenie = BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2018;18(4):208–
215. https://doi.org/10.30895/2221-996X-2018-18-4-208-215
*Corresponding author: Nina A. Netesova; ninanet@vector.nsc.ru

УДК 616.9:578:57.088 	 ШИФР	 СПЕЦИАЛЬНОСТЬ
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2018-18-4-208-215	 14.03.10	 Клиническая лабораторная диагностика  CC    BY 4.0©

ОБЗОРЫ / REVIEWS

Вирусные заболевания представляют собой одну из наи-
более распространенных и серьезных угроз здоровью людей. 
Быстрая и точная диагностика таких заболеваний облегчает 
выбор наиболее подходящего курса лечения и может способ-
ствовать предотвращению массовых эпидемий. Успешность 
диагностирования вирусной инфекции в крови человека за-
висит от многих факторов: способности вируса проникать 
и  размножаться в кровотоке, наличия специфических анти-
тел к нему, а также от общего состояния иммунной системы. 

В случае первичного контакта с возбудителем, в первые дни 
после проникновения в кровеносную систему, наблюдает-
ся стремительное увеличение количества вирусных частиц. 
Именно в данный период применение методов молекулярной 
диагностики обеспечит максимальную эффективность уста-
новления вида патогена. С течением времени иммунная си-
стема начинает вырабатывать специфические антитела, что 
постепенно ведет к исчезновению вирионов. На этом этапе 
точно поставить диагноз позволяют серологические методы.  
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Целью настоящей работы является анализ современных ме-
тодов молекулярной диагностики, позволяющих проводить 
раннюю диагностику вирусных заболеваний путем выявления 
чужеродных нуклеиновых кислот в образцах крови пациентов.

Молекулярная диагностика

В настоящее время молекулярная диагностика широко 
применяется для определения наличия вирусных частиц в кли-
нических образцах. Методы молекулярной диагностики позво-
ляют обнаружить вирусы во время острой фазы заболевания, 
на сроках, когда серологические методы, включая ИФА, неэф-
фективны.

Молекулярные методы диагностики подразделяются на 
различные группы: методы с использованием зондов без ам-
плификации нуклеиновых кислот (жидкофазные, твердофаз-
ные и гибридизация in situ (ISH)) [1], амплификация с исполь-
зованием нуклеиновых кислот (полимеразная цепная реакция, 
ПЦР) [2–5], ПЦР в реальном времени (ОТ-ПЦР) [6, 7], муль-
типлексная ПЦР [8], двухраундовая ПЦР [9], ПЦР с обратной 
транскрипцией, изотермическая амплификация ДНК, опосре-
дованная петлей (loop-mediated isothermal amplification of DNA, 
LAMP), и микрочипы [10].

Методы с использованием зондов  
без амплификации нуклеиновых кислот

Методы, основанные на использовании зондов, требуют 
присутствия не менее 106 определяемых молекул в анализи-
руемом образце. Таким образом, эти методы применимы для 
быстрого и специфического обнаружения вирусов лишь при 
условии их достаточного количества в образцах крови [11].

Отдельно стоит рассмотреть гибридизацию in situ (ISH), 
когда используются радиоактивно меченые зонды для обнару-
жения вирусных последовательностей-мишеней ДНК или РНК 
в интактных клетках или тканях. На сегодняшний день широкое 
применение находит новое поколение методов ISH, в котором 
используют нерадиоактивный дигоксигенин — гаптен, позво-
ляющий проводить анализ с большим разрешением. ISH явля-
ется быстрым методом определения внутриклеточной локали-
зации вирусов, например, гепатита. Стабильность связывания 
целевых последовательностей нуклеиновых кислот и зондов 
зависит от температуры и концентрации солей, от GC-состава 
и длины зонда.

Во флуоресцентной ISH (FISH) для обнаружения вирусов 
используют пептид-нуклеиновую кислоту. FISH является точ-
ным и высокочувствительным методом выявления геномной 
ДНК и РНК в гомогенизированных тканях. Основным недостат-
ком этого метода является низкая доступность к целевой по-
следовательности нуклеиновой кислоты в клетках из-за твер-
дофазной гибридизации [12].

Методы с амплификацией нуклеиновых кислот

С открытием ПЦР началась эра точных и быстрых методов 
в  молекулярно-биологических исследованиях и диагностике. 
ПЦР является наиболее известным практическим подходом для 
амплификации целевой последовательности ДНК в тысячи раз 
в течение короткого времени. В основе метода лежит прове-
дение нескольких циклов амплификации целевого фрагмента 
ДНК с праймеров-затравок при помощи термофильной ДНК-
полимеразы с удвоением количества фрагмента в каждом цикле 
амплификации. Результат реакции может быть определен в конце 
процесса, либо детектироваться в реальном времени [13].

Для определения вирусной РНК вначале необходимо про-
вести реакцию обратной транскрипции для создания одно-
цепочечной кДНК с последующей ПЦР (ОТ-ПЦР). ОТ-ПЦР 

является быстрым методом анализа (достаточно 1–2 ч), хотя 
чувствительность не всегда одинакова для различных штаммов 
вирусов и лимитирована стадией обратной транскрипции.

Двухраундовая ПЦР исследуемого фрагмента ДНК явля-
ется производной простой ПЦР и характеризуется высокой 
чувствительностью и специфичностью. В этой технике исполь-
зуются две пары праймеров: сначала проводится амплифика-
ция последовательности-мишени с пары внешних праймеров, 
а затем — с пары праймеров, лежащих внутри уже синтезиро-
ванного фрагмента ДНК [14, 15]. Двухраундовая амплифика-
ция является и самым большим недостатком. Она увеличивает 
риск контаминации и требует больше времени для анализа по 
сравнению с простой ПЦР.

Мультиплексная ПЦР является вариантом ПЦР, в кото-
ром используются более одного набора праймеров с совпа-
дающими температурами отжига, для детекции двух и более 
целевых последовательностей ДНК. Мультиплексная ПЦР 
является эффективным средством практической молекуляр-
ной диагностики для обнаружения множественных вирусных 
патогенов. Одновременное проведение нескольких реакций 
в  одной пробирке представляется экономически целесо- 
образным подходом для научных исследований и клиниче-
ского применения [16, 17].

ПЦР в реальном времени в настоящее время является «зо-
лотым стандартом» определения нуклеиновых кислот в виру-
сологических исследованиях. ПЦР в реальном времени может 
применяться для количественного определения вирусных ну-
клеиновых кислот в образцах крови. Этот метод также позво-
ляет проводить высокочувствительный, специфичный и  вос-
производимый анализ вирусных нуклеиновых кислот.

Микрочипы

Среди множества разнообразных методов диагностики 
именно микрочипы (биочипы или «лаборатории-на-чипе») 
превращают молекулярную диагностику в мощный миниатюр-
ный инструмент. Принцип микрочипов основан на параллель-
ной гибридизации мишени (меченые РНК или ДНК) и зондов 
(несколько отдельных видов нуклеиновых кислот, иммобили-
зованных на твердой поверхности). По сути, микрочипы явля-
ются эволюцией Саузерн-блоттинга [18]. При необходимости 
связавшиеся с зондами фрагменты нуклеиновых кислот могут 
быть смыты или физически отделены от подложки для опре-
деления их полной последовательности (рис. 1).

Методы с использованием микрочипов являются доста-
точно высокочувствительными и специфичными. Однако для 
детекции результата гибридизации между зондами и мечены-
ми целевыми последовательностями необходим специальный 
сканер. Микрочипы способны анализировать тысячи генов, 
включая вирусные нуклеотидные последовательности, одно-
временно. Этот метод хорошо подходит для выявления сразу 
нескольких вирусов в образце.

Повысить диагностическую эффективность ПЦР помогают 
новые протоколы выделения нуклеиновых кислот, включа-
ющие смывку фрагментов ДНК и РНК с форменных элемен-
тов крови при помощи трипсина [19, 20]. С другой стороны, 
применение новых технологий массового параллельного сек-
венирования (next generation sequencing, NGS) позволяет ана-
лизировать пикограммы нуклеиновых кислот, в том числе 
и фрагментированных [21]. Таким образом, использование бо-
лее чувствительных и производительных методов молекуляр-
ной диагностики позволит выявлять ДНК и РНК возбудителя 
в сложных случаях с длительным течением заболевания. Это 
может стать важным решением для постановки диагноза, ког-
да классические методы не дают однозначного ответа.
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Применение массового параллельного секвенирования 
в вирусологии

Секвенирование следующего поколения (NGS-секвени-
рование) дает возможность получения огромного объема 
данных в ходе одного эксперимента и позволяет выявлять 
чужеродные нуклеиновые кислоты в крови без необходимо-
сти использования трудоемкого и далеко не всегда успешного 
культивирования вирусов. Основными направлениями NGS-
исследований в вирусологии являются: поиск новых вирусных 
патогенов, анализ вариабельности в определенных группах ви-
русов, определение всей совокупности вирусов (вирома) в ор-
ганизмах, изучение процессов взаимодействия в системе пара-
зит-хозяин и молекулярных основ патогенеза [13, 21]. Особую 
ценность новые технологии секвенирования представляют для 
диагностики инфекционных вирусных заболеваний, так как по 
сравнению с классическими способами позволяют сократить 
время выявления патогена и одновременно дают информа-
цию о первичной структуре его генома. На основании анализа 
этой структуры возможны предсказание устойчивости нового 
штамма к применяемым лекарственным препаратам и оценка 
действенности имеющихся серологических тестов [23, 24].

Как и любая новая технология на этапе своего становле-
ния, методы NGS для постановки диагноза при вирусных за-
болеваниях нуждаются в дальнейшем усовершенствовании. 
Одной из важнейших проблем, с которой столкнулись иссле-
дователи, является загрязнение образцов нецелевыми нукле-
иновыми кислотами. Прежде всего это относится к ДНК хо-
зяина, попадающей в кровь в результате распада лейкоцитов 
или перманентно присутствующей в плазме крови (так назы-
ваемая циркулирующая внеклеточная ДНК [25]). Последова-
тельности ДНК хозяина легко могут быть опознаны и удалены 
при биоинформатической обработке данных, полученных при 
секвенировании, но при малых количествах вирионов в крови 
присутствие ДНК хозяина может существенно снизить объем 
данных по вирусным нуклеиновым кислотам. Так, в одной из 
ранее проведенных работ доля последовательностей патогена 
составила лишь 0,00067 % в общем массиве данных секвени-
рования суммарной ДНК из крови человека [13, 26]. Исполь-
зуя предварительное концентрирование вирионов из плазмы 
крови больных путем высокоскоростного центрифугирования, 
удается несколько улучшить показатели. Например, в случае 
секвенирования тотальной кДНК из плазмы крови пациентов 
с норовирусной инфекцией после предварительного ультра-
центрифугирования доля структур нуклеиновых кислот па-
тогена составила 0,12–1,90  % [27]. Для более значительного 
увеличения числа прочтений (ридов) вирусных геномов мож-
но использовать ряд простых приемов при пробоподготовке. 
Предварительно образец крови подвергается центрифугиро-
ванию для осаждения и удаления кровяных клеток. С этой же  

целью иногда применяется фильтрация через мелкопористые 
вирусологические мембраны. Поскольку митохондрии из рас-
павшихся клеток хозяина не удается удалить полностью, то 
дополнительно проводят обработку хлороформом, растворя-
ющим их липидные мембраны. В полученном препарате все 
еще содержатся значительные количества циркулирующей 
и митохондриальной ДНК человека, которая может быть эли-
минирована дополнительной обработкой неспецифическими 
нуклеазами. Нуклеиновые кислоты вирусов при этом защи-
щены капсидными оболочками и не подвергаются деструкции. 
Таким образом удается значительно уменьшить число нецеле-
вых последовательностей при проведении секвенирования на 
NGS-машинах [28, 29].

С учетом этих приемов наиболее эффективная процедура 
выделения вирусных нуклеиновых кислот из образцов крови 
для NGS-анализа включает в себя стадии, показанные на ри-
сунке 2 [13].

Результаты проведения отдельных стадий могут выбороч-
но контролироваться с помощью электронной микроскопии 
(присутствие вирионов) или ПЦР-тестов на количество ДНК че-

Рис. 1. Схема определения последовательности фрагмента вирусной ДНК путем гибридизации на биочипе, физического 
отделения связавшейся ДНК тонкой иглой, ПЦР-амплификации, клонирования и последующего секвенирования [18].
Fig. 1. Viral DNA Recovery and Sequencing Scheme (Hybridized viral sequences were physically scraped from a DNA microarray 
spot, amplified, cloned, and subsequently sequenced) [18].

Рис. 2. Схема процедуры выделения вирусных нуклеиновых 
кислот из образцов крови для NGS-анализа.
Fig. 2. Scheme for viral nucleic acids isolation from blood sam-
ples for NGS analysis.
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ловека (определение степени контаминации ДНК хозяина) [30]. 
Доступен ряд коммерческих наборов для выделения вирусных 
нуклеиновых кислот из жидких биоматериалов, которые вклю-
чают в себя буферные растворы для лизиса вирионов и мини-
колонки для очистки нуклеиновых кислот. Также могут быть 
разработаны специализированные аппараты для отделения 
клеток крови хозяина от вирусных частиц. Например, сотруд-
никами Массачусетского технологического института (США) 
и  партнерских научных и медицинских организаций создан 
аппарат, использующий микрофлюидные технологии для не-
гативной селекции вирионов из образцов крови [31].

Еще одним известным подходом для увеличения выхода 
вирусных нуклеиновых кислот является их обогащение, в кото-
ром используется гибридизация с синтезированными одноцепо-
чечными олигонуклеотидами, структура которых соответствует 
наиболее консервативным участкам известных вирусных патоге-
нов. Созданы и успешно апробированы тестовые панели, позво-
ляющие увеличить число чтений вирусных последовательностей 
в одном NGS-эксперименте до 50–99 % и при этом охватываю-
щие широкий круг вероятных патогенов [32, 33].

Выход целевого материала после выделения не является до-
статочным для большинства секвенирующих машин, требующих 
не менее 1 мкг ДНК на одно секвенирование. Это объясняется 
относительно невысокой концентрацией вирусных частиц в кро-
ви и малыми размерами геномов большинства вирусов. Однако 
эта трудность может быть преодолена проведением дополни-
тельной ПЦР-амплификации [13, 34]. В последние годы появи-
лись коммерческие наборы для увеличения количества ДНК 
в низкокопийных образцах, основанные на этом принципе (Illu-
mina TruSeq Nano, NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit, ThruPLEX 
Plasma-seq Kit, KAPA Hyper Prep Kit). После получения вирусной 
ДНК или кДНК в достаточном количестве дальнейшая пробопод-
готовка зависит от типа секвенирующей машины и проводится 
в соответствии с протоколами производителя прибора.

Кроме наличия ДНК хозяина, другую сложность в иден-
тификации патогена могут создать вирусы, не являющиеся 
основной причиной инфекции, а появившиеся в результате 
вторичной инфекции или являющиеся составной частью нор-
мального микробиома человека. Как показали ДНК-чиповые 
и  NGS-исследования последних лет, вирусы, вызывающие 
острые и хронические инфекционные заболевания, составляют 
лишь небольшую, эпизодически возникающую часть вирома 
человека [35, 36]. По большей части разнообразные вирусы-
комменсалы или вирусы с неизвестной степенью патогенности 
обнаруживаются в кишечнике, на коже, слизистых оболочках 
и различных органах человека, а в крови, насколько это известно 
в настоящее время, присутствуют лишь некоторые их виды [37]. 
Так, в плазме крови более 90 % обследованных здоровых людей 
были найдены анелловирусы [38]. В NGS-ридах ДНК из плазмы 
крови также часты последовательности, соответствующие хоро-
шо изученным представителям семейства Herpesviridae: цитоме-
галовирусу, вирусу Эпштейна-Барр и герпесвирусам типов 1, 2, 
6 и 8, причем количество такой ДНК увеличивается с возрастом 
обследуемых [39]. Современное обобщенное представление 
о структуре вирома человека, подавляющую часть которого со-
ставляют малоизученные и не вызывающие острых инфекций 
разновидности вирусов, показано на рисунке 4.

В образцах крови некоторых бессимптомных индивидов 
могут быть обнаружены ДНК или РНК других вирусов, в част-
ности энтеровирусов и аденовирусов, а также бактериофагов 
[40–42]. Таким образом, при анализе данных NGS необходимо 
учитывать возможность присутствия в крови вирусов, не явля-
ющихся возбудителем изучаемого основного заболевания (ви-

русов-комменсалов, вирусов хронических и вторичных инфек-
ций, а также малопатогенных и медленно размножающихся 
штаммов вирусов). Это может привести к ложной идентифи-
кации патогена. Кроме того, при многих скоротечных острых 
инфекциях, например вызываемых некоторыми флавивируса-
ми, титр возбудителя в крови достаточно высок лишь в течение 
первых дней, а затем резко снижается из-за включения иммун-
ного ответа, хотя симптоматика заболевания еще частично со-
храняется [43]. Запоздалое взятие образца крови в этих случа-
ях увеличивает вероятность ошибки в NGS-диагностике.

NGS-технологии стали использоваться в вирусологии прак-
тически сразу же после их появления, и, несмотря на описанные 
трудности, с их помощью уже обнаружен целый ряд новых видов 

Рис. 3. Негативная селекция вирусных частиц путем рецир-
куляции [31].
Fig. 3. Negative selection of virus during recirculation [31].

Рис. 4. Пирамида вирусных инфекций. Показатель, при 
котором у людей проявляются явные симптомы болезни 
(процент инфицированных) может быть высоким (вирусы 
бешенства и гриппа, парамиксовирус и филовирус — вер-
шина «айсберга»), средним (вирусы герпеса, гепатита С, 
В и D) или низким (анелловирус и пареховирус, основание 
«айсберга»). В истории вирусологических исследований 
внимание постепенно переходило от вершины к основанию 
пирамиды. Область под пунктирной линией соответствует 
бессимптомным инфекциям [39].
Fig. 4. The iceberg of viral infections. The rate at which people 
show overt disease symptoms as a proportion of those infected 
can be high (rabies and influenza viruses, paramyxovirus, and 
filovirus; tip of iceberg), medium (herpesvirus, hepatitis C, B, and 
D viruses), or low (anellovirus and parechovirus; base of ice-
berg). In the history of virus discovery attention has progressively 
shifted from the tip to the base of the iceberg. The volume below 
the dashed line corresponds to the asymptomatic infections [39].
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вирусов человека, включая представителей анелловирусов, пи-
корнавирусов, полиомавирусов и многих других [44]. В качестве 
примеров успешного использования массового параллельного 
секвенирования для идентификации новых опасных вирусных 
патогенов можно привести выявление возбудителей острой ге-
моррагической лихорадки (рабдовирус Bas-Congo), острой ин-
фекции центральной нервной системы (цикловирус CyCV-VN), 
тромбоцитопении (буньявирус HNF) [45–47].

Как известно, многие острые вирусные инфекции имеют 
сходную симптоматику, поэтому установление точной этиоло-
гии заболевания требует проведения целых комплексов серо-
логических или ПЦР-тестов, каждый из которых предназначен 
для выявления отдельного вида патогена, в то время как NGS-
технологии упрощают идентификацию вида вируса. Иллюстра-
цией может служить установление единичного случая желтой 
лихорадки в 2010 г. в Уганде у пациента с острой геморра-
гической лихорадкой [13, 48]. Имеющиеся серологические 
и ПЦР-тесты на распространенных в этой стране возбудителей 
лихорадки денге, лихорадки западного Нила, малярии, крым-
ско-конгской лихорадки, а также на вирусы Эбола и Марбург, 
дали отрицательный результат. Поэтому авторы исследования 
использовали секвенирование следующего поколения и обна-
ружили в сыворотке крови больного последовательности виру-
са YFV, причем покрытие генома вируса составило 98 %. В ряде 
других описанных случаев использование метагеномного NGS-
анализа помогло установить возбудителей острого энцефалита 
у пациентов. Как известно, это тяжелое состояние может быть 
вызвано более чем сотней различных вирусных и бактериаль-
ных патогенов, что затрудняет выбор наиболее подходящего 
метода лечения [49]. Методы ПЦР-диагностики, несмотря на 
простоту, в таких случаях требуют знания нуклеотидных струк-
тур геномов всех предполагаемых возбудителей заболевания, 
в то время как NGS-анализ позволяет выявить даже очень ред-
кие или ранее неизвестные патогены (рис. 5).

Высокая степень чувствительности нового метода диа-
гностики была подтверждена во время вспышки заболевания 
лихорадкой Эбола в 2008 г. [50]. В отличие от традиционных 
серологических тестов, секвенирование следующего поколения 
позволило выявить наличие вируса во всех исследованных об-
разцах сыворотки крови. Для получения вирусной кДНК авторы 
работы применили ОТ-ПЦР со случайных праймеров, а анализ 
нуклеотидных последовательностей показал, что возбудителем 
является новый, прежде неизвестный вариант вируса Эболы, не-
сколько отличающийся по серологическим свойствам от описан-
ных субтипов. Еще одним примером выявления новых субтипов 
вирусов с помощью NGS-технологий служит получение трех пол-
ногеномных последовательностей вируса чикунгунья из плазмы 
крови трех бессимптомных носителей в Пуэрто-Рико [13, 51]. 
Проблема незначительного количества инфекционных агентов 
в крови в этом примере была успешно решена с помощью пред-
варительного проведения изотермической транскрипционной 
РНК-амплификации (transcription-mediated amplification, TMA), 
считающейся более эффективной, чем ПЦР-амплификация.

Технологии NGS успешно применяются не только для по-
иска новых возбудителей и идентификации видов патогенов, 
но и для быстрого определения вариантов известного вируса, 
циркулирующих в данной местности во время вспышки забо-
левания. Геномы близкородственных вирусов содержат высо-
коконсервативные участки, что дает возможность значительно 
упростить пробоподготовку в таких случаях. Используя прай-
меры на эти участки, проводят ПЦР амплификацию тотальной 
РНК (или ДНК), выделенной из крови. Полученные таким обра-
зом ПЦР-продукты не содержат контаминирующей ДНК, и по-
этому последующее секвенирование на NGS-машинах позво-
ляет получить очень высокую степень покрытия исследуемых 
участков генома. Так как наборы реактивов для NGS все еще 
дорогостоящи, то в ходе одного секвенирования рационально 
получать данные сразу для нескольких десятков образцов. Для 

Рис. 5. Схематичное сравнение метода патоген-специфичной ПЦР с методом метагеномного анализа для обнаружения 
патогена [49].
Fig. 5. Schematic of pathogen-specific real-time PCR versus metagenomics for pathogen detection [49].

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/polymerase-chain-reaction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/metagenomics
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различения последовательностей из разных проб используют-
ся короткие олигонуклеотидные метки (индексы или баркоды), 
пришитые к секвенируемым фрагментам ДНК. В частности, 
этот прием уже находит применение для определения субтипов 
гриппа в ходе анализа РНК во время сезонных вспышек. Хотя 
для обнаружения вируса гриппа достаточно исследовать мазки 
из носоглотки, но метод также может быть легко адаптирован 
для образцов крови при иных вирусных заболеваниях [52]. На 
рисунке 6 представлена краткая схема определения вирусных 
нуклеиновых кислот в биоматериале человека (образцы крови, 
биопсийный материал, мазки, выделения организма). Вирус-
ные частицы выделяют из образца на основе размера и/или 
плотности. Затем вирусные нуклеиновые кислоты экстраги-
руют, проводят пробоподготовку и секвенируют. Последова-
тельности подвергают скринингу для удаления невирусных 
последовательностей (например, от человеческих или бактери-
альных хозяев). Наконец, короткие чтения собираются в более 
длинные непрерывные последовательности и аннотируются.

Рассматриваемая тема субтипирования очень важна 
в диагностике многих вирусных заболеваний. От правильного 
определения разновидности того или иного вируса зависит 
выбор курса лечения, так как различные штаммы отличаются 
по устойчивости к применяемым антивирусным препаратам. 
Эволюция вирусов происходит с большой скоростью, что 
особенно характерно для РНК-содержащих вирусов, полиме-
раза которых не обладает корректирующей активностью. Это 
приводит к возникновению вариантов вируса с измененными 
антигенными, тропизменными и лекарственно-устойчивыми 
свойствами за относительно короткое время. Секвенирование 
следующего поколения нуклеиновых кислот из образцов крови 
позволяет быстро определить субтип патогена путем сравне-

ния его нуклеотидных последовательностей с известными пер-
вичными структурами геномов вирусов [13, 53].

В научной литературе также обсуждается возможность 
NGS-мониторинга состояния пациентов с хроническими ви-
русными инфекциями и с заболеваниями с длительным ла-
тентным периодом. В частности, использование массового 
параллельного секвенирования выглядит перспективным для 
отслеживания течения такого заболевания, как СПИД, включая 
и контроль успешности применения лекарственных препаратов 
и лечебных процедур. Особо привлекательной особенностью 
NGS-анализа в этом случае является то, что определяются не 
только вирусная нагрузка и появление новых мутационных 
вариантов ВИЧ (квазивидов), но и разнообразные вторичные 
инфекции, вызванные снижением иммунитета [54].

В более отдаленной перспективе NGS-исследования мо-
гут применяться гораздо шире, чем в настоящее время. Этому 
способствуют уникальные возможности технологии, не тре-
бующей культивирования и изоляции вируса и позволяющей 
определить весь спектр чужеродных ДНК и РНК, присутствую-
щих в крови [55]. Кроме выявления и идентификации вирусов 
у заболевших людей NGS также может применяться для опре-
деления видов животных, являющихся природным резервуа-
ром инфекции, а также для мониторинга присутствия опасных 
вирусов в популяциях диких животных или на животновод-
ческих фермах. Такие наблюдения помогут заблаговременно 
осуществить необходимые меры по предупреждению вспышек 
заболеваний (информирование населения для снижения числа 
контактов с носителями, вакцинация, ограничение нахождения 
людей в неблагополучном районе и т. д.) [13, 56].

Другой областью применения NGS может стать анализ кро-
ви доноров, предназначенной для переливания нуждающимся 
лицам. Существует большое число хронических или латентных 
вирусных заболеваний с неявно выраженной симптоматикой, 
которые могут быть переданы при переливании крови (напри-
мер, СПИД, гепатиты, парвовирусная инфекция и т.  д.). Кон-
троль стерильности банков крови поможет избежать случайно-
го заражения реципиентов такими инфекциями [57–59].

В настоящее время оборудование и расходные материалы 
для проведения массового параллельного секвенирования все 
еще достаточно дороги для широкого применения в диагно-
стических целях. Тем не менее быстрый технический прогресс, 
наблюдаемый в последнее десятилетие в области определения 
структур нуклеиновых кислот, и постоянное снижение стои-
мости процесса секвенирования дают все основания полагать, 
что в будущем процедура NGS-анализа ДНК и РНК в крови для 
выявления патогенных вирусов станет одной из стандартных 
и часто применяемых в клинической практике.
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Рис. 6. Общая процедура определения патогенных микро-
организмов с использованием метагеномики.
* Не обязательные или зависящие от цели исследования шаги [52].
Fig. 6. General procedure for identifying pathogens using shot-
gun metagenomics.
* Denotes optional or application-dependent steps [52].
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