
5

ОБЗОР   ЭВОЛЮЦИЯ ИНФЕКЦИЙ

ВЕСТНИК РГМУ   1, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

В. В. Макаров1     , А. В. Хромов2, В. А. Гущин1,3, А. П. Ткачук3

Makarov VV1     , Khromov AV2, Guschin VA1,3, Tkachuk AP3

EMERGENCE OF NEW INFECTIONS IN THE 21ST CENTURY AND 
IDENTIFICATION OF PATHOGENS USING NEXT GENERATION SEQUENCING

ВОЗНИКНОВЕНИЕ НОВЫХ ИНФЕКЦИЙ В XXI ВЕКЕ И СПОСОБЫ 
ИХ ИДЕНТИФИКАЦИИ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ (NGS) 

Каждое новое инфекционное заболевание может быть серьезным вызовом для современной медицины. Измене-
ние окружающей среды, вырубка тропических лесов, таяние льдов в Антарктике, увеличение плотности населения 
и повсеместное использование антибиотиков — все это факторы, провоцирующие появление новых патогенов. 
Эпидемии гриппа, вызываемые новыми штаммами вируса; респираторные синдромы, вызываемые новыми коро-
навирусами; вспышки инфекций, причиной которых является гемолитическая кишечная палочка; возникновение 
резистентных к антибиотикам супербактерий — примеры того, какие опасности могут поджидать человечество. 
В число первоочередных мер, которые необходимо предпринять для противодействия новым патогенам, входит раз-
работка способов их быстрой и точной идентификации. В обзоре рассмотрены случаи возникновения в XXI веке 
новых инфекционных агентов, а также проанализированы возможность и перспективы использования для выявления 
и идентификации новых патогенов методов высокопроизводительного секвенирования (next generation sequence).

Each new emerging infection may become a big challenge to the medical community. Changing environment, tropical 
deforestation, melting of the Antarctic ice, growing population density and uncontrolled use of antibiotics provoke emergence 
and evolution of pathogens. Epidemics caused by new strains of the influenza virus, respiratory syndromes associated with 
coronaviruses, outbreaks of hemolytic Escherichia coli infections and antibiotic-resistant superbacteria are hazards to humans. 
Among high-priority measures for pathogen control that are yet to be taken is development of fast and accurate techniques for 
pathogen identification. Our review looks at the cases of new infections registered in the 21st century and explores feasibility of 
next generation sequencing for the detection and identification of new pathogens.
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Вспышки инфекционных заболеваний представляют со-
бой постоянную угрозу для глобального здравоохранения. 
Обнаружению и изучению новых возбудителей уделяют 
много внимания, примеры — коронавирус ближневосточ-
ного респираторного синдрома, вирус Эбола в Заире или 
вирус Зики в Южной Америке. Факторы, влияющие на 
появление новых патогенов, приведены в таблице. Тем не 
менее значительно чаще эпидемии вызывают известные 
патогены, такие как полиовирус, грипп или холерный виб-
рион. 

Большинство эпидемий возникает из-за внешних, кли-
матологических или географических, факторов. Однако 
иногда их причиной становится антропогенное воздей-
ствие. К примеру, некоторые из зоонозов переходят к че-
ловеку, потому что исчезают места обитания их природных 
резервуаров — животных-хозяев. Вырубка лесов в горных 
районах может привести к наводнениям и затоплению 
населенных пунктов, что косвенно приводит к вспышкам 
холеры и других инфекционных заболеваний. Отдельной 
категорией таких «антропогенных» эпидемий являются 
целенаправленные манипуляции с патогенами, к примеру, 
утечка из лабораторий модифицированных биологических 
агентов, которые либо сами по себе, либо в результате 
горизонтального переноса генов вирулентности от дру-
гих биологических объектов могут становиться серьезной 
биологической угрозой. Механизмы появления новых па-
тогенов приведены на рис. 1.

К сожалению, на сегодняшний день отсутствуют чет-
кие алгоритмы и готовые коммерческие приложения для 
идентификации новых патогенных организмов, поэтому 
в случае их возникновения задачи идентификации и  опре-
деления характеристик патогена приходится решать с по-
мощью индивидуальных лабораторных подходов. В обзоре 
подробно рассматриваются случаи возникновения новых 
инфицирующих агентов в XXI веке, а также обсуждает-
ся возможность разработки унифицированного подхода 
к выявлению патогенов с использованием новых техноло-
гий секвенирования.

Примеры и механизмы появления новых патогенов 
в XXI веке

Новые коронавирусы

В XXI веке человечество уже столкнулось с появлением 
как минимум 9 новых патогенов (рис. 2). Так, одним из 
глобальных вызовов мировой системе здравоохранения 

Факторы риска, повышающие вероятность возникновения новых 
заболеваний

Факторы, связанные с патогеном
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Мультипатогенные инфекции

Изменение антигенных детерминант

Факторы, связанные с организмом хозяина

Восприимчивость к инфекциям

Наличие путей международных сообщений

Увеличение плотности популяции

Некоторые религиозные и национальные традиции

Биотерроризм

Факторы, связанные с окружающей средой

Изменения экологической обстановки

Развитие промышленности

Климатические изменения

Ошибки системы здравоохранения

Эпидемии у животных

Войны и голод

Быстрое накопление мутаций 
в геноме (коронавирусы)

Горизонтальный перенос генов (энтерогемморагическая кишечная палочка, 
бактерии с множественной лекарственной устойчивостью)

Появление новых функций генов под действием отбора 
(бактерии, устойчивые к антибиотикам последней линии)

Адаптация к новому хозяину 
(бокавирус человека, метапневмовирус человека)

Рекомбинация и реассортация (вирус гриппа)

(А)

(Б)

Рис. 1. Генетические механизмы появления новых патогенов среди вирусов (А) и бактерий (Б)
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стало появление в 2002 г. в Китае нового, неизвестного 
ранее возбудителя атипичной пневмонии. В ноябре 2002 г. 
в г. Фошан провинции Гуандун скончался фермер, и, хотя
диагноз не был точно установлен, стало ясно, что он пал 
жертвой нового опасного заболевания. Первым этапом 
признания начала эпидемии стало 27 ноября 2002 г., когда 
канадская Глобальная разведывательная сеть по здраво-
охранению (Global Public Health Intelligence Network), яв-
ляющаяся частью Всемирной организации здравоохра-
нения (ВОЗ), выпустила оповещение о начале серьезной 
эпидемии в Китае. Затем ВОЗ, после того как получила 
результаты расследования о вспышке заболевания, за-
просила информацию у китайских властей. Но об эпиде-
мии стало по-настоящему широко известно только после 
выхода заболевания за пределы Китая: в феврале 2003 г. 
в госпитале Ханоя скоропостижно скончался американ-
ский бизнесмен, заразившийся пневмонией в Китае. Ско-
рость, с которой новое заболевание вызвало его смерть, 
поразила общественность. К 15 марта заболевание было 
названо тяжелым острым респираторным синдромом 
(ТОРС) [1–3], а к 27 марта возбудитель был идентифици-
рован как совершенно новый коронавирус и был назван 
коронавирусом ТОРС [4–6]. С ноября 2002 г. по июль 
2003 г. ТОРС перенесли в общей сложности 8 098 паци-
ентов в 25 странах, и 774 случая закончились смертью 
больных. В определенных популяциях [7] и возрастных 
группах [8] смертность была очень высокой и могла дости-
гать 40–55 % от числа заболевших. Дальнейшие локаль-
ные вспышки заболевания были зарегистрированы в кон-
це 2003 г. и начале 2004 г. в Сингапуре, Тайване, Пекине 

и Гуанчжоу в результате случайных лабораторных утечек 
и передачи вируса от животных к человеку  [9]. Эти случаи 
были напрямую связаны с отменой запрета на разделку 
пальмовых куниц на рынках и в ресторанах, который был 
введен на время вспышки атипичной пневмонии [10].

Специфичные противовирусные агенты не были до-
ступны во время борьбы со вспышкой ТОРС [11], и ос-
новными средствами являлись поддерживающая терапия 
и антибиотики для противодействия вторичной бактери-
альной инфекции [12]. При этом эпидемия атипичной пнев-
монии была локализована в первую очередь благодаря 
высокоэффективным мерам глобального общественного 
здравоохранения [13], среди которых были отслеживание 
контактов и карантин лиц с подозрением на инфекцию 
и зараженных пациентов [14]. В настоящий момент коро-
навирус ТОРС больше не циркулирует в человеческой по-
пуляции, но обнаружение природных резервуаров корона-
вирусов, предковых по отношению к короновирусу ТОРС, 
(летучие мыши и другие млекопитающие) свидетельствует 
о потенциальной угрозе повторного возникновения эпиде-
мии [15].

Детекция нового вируса на тот момент была нетриви-
альной задачей, однако ученые успешно с ней справились. 
Клинические образцы от пациентов с ТОРС изучали с ис-
пользованием клеточных культур и молекулярных методов. 
Вирус был выделен в культуре клеток, затем с помощью 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) со случайными (ран-
домными) праймерами была определена РНК вируса дли-
ной до 300 нуклеотидов. Генетические характеристики ви-
руса показали, что он лишь отдаленно родствен известным 

H1N1
(Мексика, 

2009)

NL63
(Нидерланды, 

2003)

МПВЧ
(Нидерланды, 

2001)

HBoV1
(Швеция, 

2005)

E. coli 0104:H4
(Германия, 

2011)

БВРС
(Саудовская 

Аравия, 
2012)

NDM-1 
(Индия, 2009)

HCoV-HKU1
(Китай, 2004)

ТОРС
(Китай, 2002)

Рис. 2. Карта возникновения новых патогенов в XXI веке
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коронавирусам (сходство нуклеотидных последовательно-
стей составило от 50 до 60 %). На основании идентифи-
цированных последовательностей были созданы наборы 
для специфической высокочувствительной детекции но-
вого вируса с помощью ПЦР и ПЦР в «реальном времени» 
(ПЦР-РВ). Вирус обнаруживался в различных клинических 
образцах от пациентов с ТОРС, но не в образцах контроль-
ной группы. Высокие концентрации вирусной РНК (до 
100 млн молекул на 1 мл) были найдены в мокроте зара-
женных пациентов. В чрезвычайно низких концентрациях 
РНК вируса была также обнаружена в плазме крови паци-
ентов с острой фазой заболевания и в кале в конце выз-
доровления [4]. Несмотря на то, что эпидемия ТОРС была 
успешно остановлена, этот коронавирус был не един-
ственным представляющим определенную опасность для 
населения Земли коронавирусом, открытым в XXI веке.

В 2003 г. 7-месячный ребенок, госпитализированный 
с обструктивным бронхитом и конъюнктивитом, был об-
следован на присутствие в организме нескольких респи-
раторных вирусов с целью выявления возбудителя, однако 
все методы диагностики дали отрицательные результаты. 
Группа исследователей во главе с Лией ван дер Хук ис-
пользовала модифицированный метод определения ви-
русов, основанный на анализе полиморфизмов длин 
фрагментов рестрикции вирусной кДНК (Virus-Discovery-
cDNA-AFLP, VIDISCA). Данный метод основан на ПЦР с 
обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) вирусной РНК с после-
дующим ограниченнным расщеплением кДНК с помощью 
частощепящих рестриктаз. Результаты показали опре-
деленное сходство обнаруженных последовательностей 
с последовательностями известных коронавирусов, тем 
не менее различия были достаточными, чтобы указать на 
открытие нового вида коронавируса, позднее названного 
коронавирусом человека NL63 [16]. 

71-летний пациент из Китая попал в больницу с пнев-
монией в январе 2004 г. Попытки размножить вирус в куль-
туре клеток, ОТ-ПЦР и прямое обнаружение антигена из 
аспирата носоглотки указали на отсутствие в организме 
больного известных респираторных вирусов. ОТ-ПЦР на 
консервативную область гена полимеразы коронавирусов 
подтвердила наличие коронавируса, однако попытки куль-
тивирования возбудителя были безуспешными. Частичное 
секвенирование генома коронавируса показало высокую 
гомологичность его последовательности последователь-
ностям других вирусов рода βCoV, включая HCoV-OC43, 
но она имела иное происхождение. Этот коронавирус 
человека, названный HCoV-HKU1, через некоторое вре-
мя удалось выделить из аспирата другой пациентки [17]. 
Позднее также вирус удалось воспроизвести в культуре 
клеток реснитчатого эпителия дыхательных путей чело-
века, однако его культивирование по-прежнему остается 
сложной задачей. С момента открытия HCoV-HKU1 уда-
лось показать, что этот вирус распространен глобально, 
а ретроспективный анализ хранящихся назофарингеаль-
ных препаратов подтвердил его существование по край-
ней мере с 1995 г. [18].

В июне 2012 г. мир узнал о появлении совершенно 
нового штамма коронавируса человека. Образец мокро-
ты был отобран у 60-летнего мужчины с тяжелым респи-
раторным заболеванием доктором Сулейманом Факихом 
в больнице в Джидде (Саудовская Аравия). Анализы на 
распространенные вирусные респираторные инфекции не 
позволили выявить биологический агент, вызвавший за-
болевание. Образец мокроты был отправлен в Роттердам 
(Нидерланды), где вирус был идентифицирован как новый 

коронавирус, условно названный HCoV-EMC (человече-
ский коронавирус из Erasmus Medical College). Пациент 
позднее умер вследствие острой пневмонии и последую-
щей почечной недостаточности [19]. С момента открытия 
этого патогена были определены и описаны в научной ли-
тературе несколько новых изолятов, в разных базах дан-
ных и СМИ — под разными названиями. Для изучения ви-
руса была организована научная группа из вирусологов, 
занимающихся коронавирусами. Для того чтобы избежать 
путаницы в исследованиях для нового вируса было вы-
брано название «коронавирус ближневосточного респи-
раторного синдрома (БВРС)», которое было согласовано 
первооткрывателями вируса, ВОЗ и Министерством здра-
воохранения Саудовской Аравии [19].

С июня 2012 г. и до 7 февраля 2014 г. были зарегиc-
трированы 182 случая заболевания БВРС, из которых 79 
закончились смертельным исходом. По данным ВОЗ на 
11 июня 2014 г., вирус вызвал 699 лабораторно подтверж-
денных случаев болезни, из которых 209 закончились 
смертью пациентов [20]. Статистика показывает, что в те-
чение 4 месяцев число случаев заболевания увеличилось 
более чем в 3 раза, т. е. эпидемия далека от своего завер-
шения. Летальность, составляющая до 30 %, значительно 
выше среди пациентов с сопутствующими заболеваниями: 
большое число случаев БВРС зарегистрировано у пациен-
тов с иммунодефицитом или другими основными заболе-
ваниями [21, 22]. Кроме того, существует серьезная угроза 
внутрибольничной передачи инфекции [23].

Клиническая картина заболевания похожа на симпто-
мы ОРВИ и включает ряд патологических состояний дыха-
тельных путей с такими распространенными симптомами, 
как кашель, лихорадка и желудочно-кишечные нарушения 
[24], до начала пневмонии [21]. При БВРС также наблю-
дались острый респираторный синдром (ОРС), почечная 
недостаточность, перикардит и диссеминированное внут-
рисосудистое свертывание [24]. Вероятность пандемиче-
ской вспышки невелик, т. к. вирус, по всей видимости, не-
способен к эффективной передаче от человека к человеку 
[24] и передается только при устойчивом контакте [25], на-
пример, в семьях [26], среди медицинских работников [27] 
и в результате внутрибольничной передачи [28], особенно 
если у пациента ослаблен иммунитет.

Происхождение этого вируса пока до конца непонятно. 
Возможно, произошла первичная передача инфекции от 
верблюда к человеку.

Таким образом, за последнее десятилетие было откры-
то 4 новых коронавируса, два из которых являются край-
не опасными, в то время как два других были обнаруже-
ны почти случайно и практически не выделялись на фоне 
ОРВИ. Эти данные указывают на то, что появление новых 
высокопатогенных штаммов — событие весьма вероятное, 
для которого порой достаточно нескольких нуклеотидных 
замен в составе генома вируса.

Метапневмовирус человека

В 2001 г. новый вирус был выявлен у 28 пациентов в Ни-
дерландах. Симптомы заболевания, вызванного им, были 
похожи на симптомы заболевания, вызываемого респира-
торно-синцитиальным вирусом (РСЧ). Нескольким пациен-
там потребовалась госпитализация и даже подключение 
к системе искусственной вентиляции легких. Вирусные 
изоляты были культивированы в культурах клеток почек 
человекообразных обезьян (tМК), и цитопатические эф-
фекты, вызванные вирусом, были во многом идентичны 
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тем, что вызывает РСЧ. Электронная микроскопия супер-
натанта зараженных клеток выявила парамиксовирусо-
подобные частицы. Однако результаты ПЦР-РВ с прай-
мерами для детекции известных парамиксовирусов были 
отрицательными. Тогда для получения информации о по-
следовательности неизвестного вируса использовали ОТ-
ПЦР с рандомными праймерами. На основании сходства 
последовательностей и организации генов заключили, что 
исследуемый вирус является ближайшим родственником 
птичьего пневмовируса; его идентифицировали как новый 
вид рода Metapneumovirus — метапневмовирус человека 
(МПВЧ) [29], и он стал первым вирусом этого рода, спо-
собным инфицировать людей. Хотя МПВЧ был обнаружен 
только в 2001 г., филогенетический анализ показал, что 
вирус циркулировал в человеческой популяции в течение 
примерно 50 лет [30, 31]. От 7 до 19 % всех случаев респи-
раторных инфекций у детей (и госпитализированных, и по-
лучавших помощь амбулаторно) были обусловлены МПВЧ 
[32–34]. Как сообщается, этот вирус является вторым по 
частоте обнаружения среди вирусов, вызывающих инфек-
ции дыхательных путей [35].

Бокавирус человека

Первый бокавирус человека (hBoV) был обнаружен 
в  2005 г. в назофарингеальном аспирате 282 пациентов 
с неидентифицированной инфекцией нижних дыхательных
путей в Швеции. Исследователи использовали новый ме-
тод, который включал этапы обработки образцов ДНКа-
зой, чтобы исключить их загрязнение невирусными ну-
клеиновыми кислотами, с последующей ОТ-ПЦР с неспеци-
фическими праймерами. Анализ полученных последова-
тельностей с помощью методов биоинформатики выявил 
присутствие в образцах нового парвовируса, высокогомо-
логичного парвовирусам быков и собак (отсюда название 
рода — Bocavirus). Новый вирус был назван hBoV1 [36]. 
Три других штамма hBoV были обнаружены в 2010 г. и на-
званы hBoV2, hBoV3 и hBoV4 [37–39]. 

HBoV1 — это возбудитель респираторных заболева-
ний, присутствующий во всех регионах планеты и связан-
ный с примерно 19 % всех вирусных инфекций верхних 
и нижних дыхательных путей [40–42]. HBoV1 эффективно 
инфицирует культуру эпителиальных клеток дыхательных 
путей человека и приводит к их цитолизу [43–45]. Эти дан-
ные подтверждаются клиническими наблюдениями, ука-
зывающими на то, что инфекция действительно проходит 
в форме респираторного заболевания. Напротив, hBoV2–
hBoV4 локализуются в желудочно-кишечном тракте, при 
этом hBoV2 и, возможно, hBoV3, связаны с гастроэнте-
ритами [46, 47]. Интересно, что HBoV2 — единственный 
кишечный бокавирус, изолированный из назофарингеаль-
ного аспирата, и, следовательно, может также быть связан 
с респираторными заболеваниями [48, 49]. HBoV1 обна-
руживается во всех возрастных группах, но преимущес-
твенно среди детей в возрасте от 6–24 мес. [50, 51] и ред-
ко — среди взрослых [52–56]. Передача вируса и зараже-
ние им происходят в течение всего года, но чаще в зимние 
и весенние месяцы [55, 57–59].

Вирус гриппа

Другим механизмом появления новых патогенных вирусов 
является рекомбинация их геномов. Характерным при-
мером служит вирус гриппа (ВГ) человека с сегментиро-
ванным РНК-геномом, который характеризуется высокой 

изменчивостью. При заражении несколькими различными 
штаммами ВГ возможна реассортация геномных РНК этих 
штаммов и образование новых вариантов ВГ с новыми па-
тогенными свойствами. Постоянные изменения в составе 
двух поверхностных антигенов (гемагглютинина и нейра-
минидазы) определяют эпидемиологию вируса гриппа.

Водные птицы являются естественными резервуарами 
ВГ, в которых, похоже, вирус достиг текущего эволюцион-
ного статуса в ходе ряда адаптаций. Отряды гусеобразных 
и ржанкообразных являются исходными хозяевами ВГ 
с самым высоким разнообразием штаммов: 17 подтипов 
по гемаглютинину и 9 подтипов по нейраминидазе [60]. 
Передача вируса наземным птицам или млекопитающим 
привела к его быстрой эволюции [61]. Некоторые варианты 
ВГ циркулируют в человеческих популяциях (H1N1, H3N2), 
среди свиней (H1N1, H1N2), лошадей (H3N8, H7N7) и собак 
(H3N8) [62]. Свиньи стали одним из главных резервуаров 
для возникновения пандемических штаммов ВГ вслед-
ствие того, что они имеют рецепторы как для ВГ птиц, так 
и для ВГ человека (2,3-сиаловые кислоты и 2,6-сиаловые 
кислоты соответственно) [63, 64]. Свиньи — эффективные 
«смесительные емкости» для вируса, источник новых ре-
ассортантных вариантов, которые обладают смешанными 
(рекомбинантными) геномами и способны вызвать очеред-
ную пандемию [61].

Пандемия — самое страшное проявление вируса грип-
па, когда заражены одновременно 20–40 % человеческой 
популяции по всему миру. Одна из первых документаль-
но зафиксированных пандемий вируса гриппа произошла 
в 1918 г., когда от смертельной «испанки» (штамм H1N1) 
погибли 25 млн человек [60]. За ней последовали «азиат-
cкий грипп» (штамм H2N2) в феврале 1957 г., «гонг-
конгский грипп» (штамм H3N2) в 1968 г., «русский грипп» 
(штамм H1N1) в 1977 г. и «свиной грипп» (штамм H1N1) 
в 2009 г. Последний стал первой и пока единственной 
пандемией XXI века. Штамм H1N1 являлся реассортан-
том между евразийским вирусом свиного гриппа и севе-
роамериканским тройным реассортантом H1N2 [65, 66]. 
По сравнению со своим зловещим предком он относитель-
но менее вирулентен, но все-таки стал причиной смерти 
от дыхательной и сердечно-сосудистой недостаточности 
более 200 и 83 тыс. человек соответственно [67].

С момента идентификации нового штамма вируса пти-
чьего гриппа H7N9 30 марта 2013 г. китайскими властями 
были зарегистрированы 135 лабораторно подтвержден-
ных случаев инфекции и 45 смертей, данные о которых 
поступили из Шанхая, Аньхоя, Цзянсу и Чжэцзяня [68]. 
Единственный случай заболевания за пределами Китая 
был зафиксирован в Тайване, но и тогда первичное за-
ражение произошло в Китае [69]. Это первые случаи ин-
фицирования людей вариантом H7N9 вируса птичьего 
гриппа [70, 71]. Ранее нелетальные вирусные инфекции, 
вызванные штаммами вируса гриппа подгруппы Н7 (H7N2, 
H7N3, H7N5), наблюдались по всей Европе и в США [72]. 
Исключением стала единственная смерть от штамма H7N7 
в Нидерландах в 2003 г. [73, 74]. Интересно, что указанные 
инфекционные вспышки совпадали со вспышками гриппа 
у домашней птицы, но для варианта H7N9 такая законо-
мерность отмечена не была.  Случаи заражения H7N9 не 
выглядят эпидемиологически связанными, но возмож-
ность передачи инфекции от человека к человеку, по всей 
видимости, все же существует [75]. Задержки в развитии 
серологических реакций у лиц, инфицированных штам-
мом H7N9, осложняют серологическую детекцию вируса 
[76]. Кроме того, у домашней птицы отмечено латентное 
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течение заболевания (в отличие от инфекции, вызываемой 
штаммом H5N1), что существенно затрудняет определение 
источника и способа передачи патогена и, следовательно, 
увеличивает риск пандемии.

Кишечная палочка, продуцирующая шига-токсин

Еще одним вариантом возникновения новых патогенных 
организмов является приобретение хорошо известными 
организмами новых свойств, таких как продукция токси-
нов или устойчивость к антибиотикам. Примером резуль-
тата такой генетической перестройки является эпидемия, 
которая была вызвана штаммом О104:Н4 энтерогеммо-
рагической кишечной палочки в 2011 г. в Германии. Это 
была самая серьезная вспышка инфекции из когда-либо 
зарегистрированных, вызванных кишечной палочкой, про-
дуцирующей шига-токсин (шига-токсин продуцирующая 
кишечная палочка, ШПКП): в общей сложности были за-
фиксированы 3 842 случая инфекции, в том числе 2 987 
случаев лабораторно подтвержденного гастроэнтерита (из 
них — 18 смертей) и 855 случаев гемолитико-уремическо-
го синдрома (35 смертей) [77]. Вспышка началась 8 мая, 
достигла своего пика 22 мая и 4 июля полностью закон-
чилась. Возможно, эпидемию удалось остановить путем 
предупреждения людей о потреблении ими загрязненных 
продуктов питания, но также возможно, что зараженные 
продукты просто перестали поступать на рынки. Были 
публично раскритикованы запоздалые и вначале ложные 
заявления о связи инфекции с огурцами и капустой, ко-
торые на деле не имели к ней отношения [77]. 10 июня в 
качестве источника инфекции немецкими властями были 
объявлены проростки пажитника, импортировавшиеся из 
Египта [78]. 

Эпидемиологический анализ инфекции, изначально 
передающейся через пищу, становится сложнее произ-
водить, когда патоген начинает передаваться от человека 
к человеку. Такой способ инфицирования был отмечен 
примерно в 20 % домохозяйств с первичным пациентом, 
инфицированным через пищу хорошо охарактеризован-
ным родственным штаммом энтерогемморагической ки-
шечной палочки O157:H7 [79]. Вторичная передача в быту 
у взрослых пациентов также была выявлена и для штамма 
O104:H4 во Франции [80] и Нидерландах [81] за счет на-
блюдавшейся задержки начала инфекции по сравнению 
со стандартным временем инкубации (от 7 до 9 дней для 
O104:H4). Вторичные трансмиссии также были отмечены 
в Гессене (Германия), который находился за пределами 
главного очага эпидемии на севере страны [82]. Исследо-
вания также документально подтвердили передачу инфек-
ции не только в семьях, но и в больницах и даже в микро-
биологической лаборатории.

Секвенирование генома штамма О104:Н4, обнару-
женного в Германии, было выполнено в кратчайшие сро-
ки сразу несколькими группами исследователей. Первая 
последовательность была получена в Пекинском инсти-
туте геномики, где изучали образец, переданный иссле-
дователями из Университета Гамбурга. Китайские ученые 
выполнили секвенирование генома бактерии за 3 дня, 
используя платформу Ion Torrent. Первая аннотированная 
последовательность генома была опубликована группой 
из Геттингенского университета. При этом были исполь-
зованы геномные секвенаторы Flex [83], Ion Torrent [84] 
и PacBio RS [85]. Важно, что в результате использова-
ния комбинированного подхода с применением несколь-
ких технологий высокопроизводительного секвенирова-

ния было достигнуто высокое качество сборки (по длине 
прочтения, по числу ошибок в последовательностях, 
по числу пропусков и пр.). Картирование последова-
тельностей продемонстрировало сходство полученного 
штамма с четырьмя другими штаммами энтерогеммо-
рагической кишечной палочки, вызвавшими вспышки 
инфекций, в том числе штаммом энтероагрегативной ки-
шечной палочки (ЭАКП), выделенной в конце 1990-х гг.
у проживавших в Центральной Африке пациентов с ВИЧ-
инфекцией, которые страдали от постоянной диареи 
[86]. Однако африканский штамм не содержал профага 
Stx2 [84]. Mellmann и соавт. предложили схему эволюции 
штамма O104:H4, согласно которой предковый штамм 
преобразовался в O104:H4 вследствие удаления и приоб-
ретения мобильных ДНК-элементов путем горизонталь-
ного переноса [83]: немецкий вариант патогена получил 
плазмиды, несущие гены одного из типов фимбрий/пи-
лей (ААР/I), и потерял плазмиды, несущие гены фимбрий 
AAF/III и термостойкого энтеротоксина Аста, а, кроме 
того, приобрел плазмиду, несущую гены ферментов TEM-1 
и CTX-M-15, определяющих устойчивость к антибиотикам. 
Сравнение эпидемических штаммов между собой также 
показало наличие крупномасштабных делеций, вставок 
и инверсий между изолятами, подтвердив, таким образом, 
существенную геномную мобильность. Исследователи 
также установили, что именно эти структурно различаю-
щиеся регионы содержат участки, кодирующие факторы 
вирулентности. 

Почему штамм O104:H4 отличался крайне высокой ви-
рулентностью? По результатам изучения генома и генов 
вирулентности оказалось, что у этого штамма необычное 
сочетание генов вирулентности из штаммов ШПКП (про-
фаг Stx2, длинные полярные фимбрии, устойчивость к тел-
луритам, система потребления железа) и штаммов ЭАКП 
(AAF/I, регулятор транскрипции AggR, дисперсин Aap 
и энтеротоксин шигеллы Set1) [87]. Последние из описан-
ных локализуются в основном на вирулентной плазмиде 
pAA [83]. Таким образом, в геноме O104:H4 два различ-
ных мобильных элемента, профаг Stx2 и плазмида pAA, 
обеспечивают вирулентность возбудителя, что достаточно 
необычно. Возможно, именно такое сочетание факторов 
вирулентности штаммов ШПКП и ЭАКП привело к появ-
лению этого необыкновенно опасного патогена: он вызы-
вает цитотоксическое повреждение эпителия кишечника, 
облегчающее системную адсорбцию шиго-токсина, что, 
в свою очередь, может объяснить высокую распростра-
ненность случаев гемолитико-уремического синдрома 
в ходе эпидемии в Германии. Несмотря на наличие в гено-
ме штамма O104:H4 двух генов устойчивости к антибиоти-
кам, эпидемиологическая ситуация, в частности, количес-
тво летальных исходов, была менее печальной, чем могла 
бы быть, если бы вирус обладал мультирезистентностью 
к более широкому ряду антибиотиков.

Антибиотикорезистентность и супербактерии

Штаммы с множественной лекарственной устойчивостью 
(МЛУ) становятся все более распространенными причина-
ми внутрибольничных инфекций, начиная с первых случа-
ев в 1980-х гг. [88]. Многие страны, в том числе и Россия, 
столкнулись с растущим числом инфекций, устойчивых 
к лечению традиционными антибиотиками. Следует отме-
тить, что основными очагами развития и распространения 
инфекций, вызываемых такими патогенами, как  метицил-
лин-устойчивый золотистый стафилококк, ванкомицин-
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устойчивый энтерококк и многие грамотрицательные бак-
терии с МЛУ, стали палаты интенсивной терапии [89].

Грамотрицательные бактерии, устойчивые к карбапе-
немам, являются одной из самых больших проблем. Кар-
бапенемы — предпочитетельные препараты (препараты 
выбора, drug of choice) при лечении многих инфекций, 
вызываемых грамотрицательными бактериями [90]. Тем 
не менее широкое использование карбапенемов способ-
ствовало развитию устойчивости к ним среди этих пато-
генов. Наиболее часто встречающимися микроорганизма-
ми, устойчивыми к карбапенемам, являются синегнойная 
палочка Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii 
и энтеробактерии [91].

Синегнойная палочка вызывает тяжелые инвазив-
ные заболевания у пациентов с ослабленным иммуните-
том или находящихся в критическом состоянии. Изоляты 
P. aeruginosa, полученные от больных отделений интенсив-
ной терапии, показывали устойчивость к карбапенемам 
примерно в 28–37 % случаев [92, 93]. А. baumannii также 
является одним из основных возбудителей внутриболь-
ничных инфекций. Изначально этот патоген был воспри-
имчив к имипенему в большинстве медучреждений. Затем 
его карбапенем-устойчивые штаммы показали быстрый 
рост во всем мире, и в некоторых отделениях интенсив-
ной терапии в 50–60 % случаев внутрибольничные ин-
фекции, вызванные ими, не поддаются лечению имипе-
немом [94, 95]. Многие энтеробактерии, широкий спектр 
бета-лактамаз-продуцирующих кишечных палочек и штам-
мы Klebsiella pneumoniae, устойчивые к карбапенемам, 
также являются проблемой в отделениях интенсивной 
терапии, поскольку карбапенемы считаются последним 
средством для лечения вызываемых ими инфекций [96].

Считается, что основной движущей силой выработки 
карбапенемовой устойчивости было интенсивное исполь-
зование цефалоспоринов третьего поколения, азтреонама 
и имипенема. Появление в XXI веке полностью устойчивых 
к антибиотикам бактериальных штаммов, так называемых 
«супербактерий», — это серьезный вызов современной 
медицине. Новые опасные патогены могут возникать не 
только за счет приобретения генов устойчивости, но и за 
счет активации ряда «скрытых» генов устойчивости вслед-
ствие всего нескольких значимых нуклеотидных замен 
в них. Подобные генно-инженерные модификации — обыч-
ное явление для микроорганизмов. В этом контексте при-
обретает значимость изучение бактериального резисто-
ма — совокупности всех генов устойчивости микробио-
логического сообщества — для эффективного выявления 
и борьбы с патогенами.

Концепция резистома антибиотиков основана на по-
нимании того, что почвенные актинобактерии и многие 
другие микроорганизмы являются высокопродуктивными 
производителями антимикробных соединений. Очевидно, 
что для сохранения жизнеспособности у микроорганизма 
должны возникать/развиваться не только механизмы за-
щиты от антибиотиков, но и способность продуцировать 
антибиотики. В результате многие компоненты резистома 
развились задолго до того, как применение антибиотиков 
стало клинически значимым и распространенным [97]. Ряд 
исследований подтвердил это. Метагеномный анализ об-
разцов древней ДНК, собранных из зоны вечной мерзло-
ты, продемонстрировал присутствие генов устойчивости 
к бета-лактамным, тетрациклиновым и гликопептидным 
антибиотикам [98]. Важным открытием явилось то, что, как 
оказалось, древние гены устойчивости к гликопептидам 
(vanHAX) филогенетически кластеризуются с современны-

ми последовательностями из гликопептид-продуцирующих 
организмов, а биохимический анализ одного из важнейших 
продуктов генов устойчивости к гликопептидам — VanА — 
показал, что его функции и 3D-структура существенно не 
изменились в течение тысячелетий [99]. В другом иссле-
довании бактерии, собранные в пещерах, изолированных 
от поверхности в течение более четырех миллионов лет, 
оказались фенотипически устойчивыми к 14 различным 
антибиотикам [100]. Генотипирование и биохимические ис-
следования показали, что гены устойчивости присутствуют 
в микробном пангеноме независимо от селективного дав-
ления со стороны человека [100].

Несмотря на то, что самостоятельное и древнее проис-
хождение резистома стало очевидным, современное и до-
вольно мощное селективное давление на его формирова-
ние и трансформацию в результате деятельности человека 
хорошо известно. Протогены устойчивости не формируют 
устойчивый фенотип, но имеют потенциал превращения 
в полноценные гены устойчивости в результате мутации 
и/или изменений в контексте. Мутации фермента, приво-
дящие к переходу его из одного функционального класса 
в другой, представляются маловероятными, а вот измене-
ние, в том числе расширение спектра субстратной спец-
ифичности ферментов при сохранении функции кажется 
более вероятным. Структурные исследования продемон-
стрировали эволюционную близость между линкозамида-
ми и аминогликозиднуклеотидилтрансферазами и поли-
меразами, и это позволяет предположить, что предковые 
полимеразы являлись протогенами устойчивости, которые 
в процессе эволюции развились в эти антибиотико-моди-
фицирующие гены [101]. 

По аналогии выявленные консервативные структурные 
элементы и биохимические механизмы позволяют предпо-
ложить, что протеинкиназы и белковые ацетилтрансфе-
разы имеют общих предков с протогенами устойчивости, 
из которых сформировались гены устойчивости к амино-
гликозидам [102, 103]. Более того, даже сами гены устой-
чивости могут быть протогенами устойчивости для других 
лекарственных препаратов. К примеру, аминогликозид-
ацетилтрансфераза acc(60)-la-cr обеспечивает также 
устойчивость к хинолонам [102]. Предковый фермент 
acc(60)-la обеспечивает устойчивость к аминогликози-
ду канамицину, а мутаций двух аминокислотных остатков 
в его составе — Trp102Arg и Asp179Tyr — оказалось до-
статочно для распространения его субстратной специфич-
ности на некоторые хинолоновые антибиотики, например 
ципрофлоксацин, причем без потери аминогликозид-
ацетилтрансферазной активности.

Частота встречаемости протогенов устойчивости в ре-
зистоме неизвестна, и для приобретения ими клинической 
значимости требуются значительные эволюционные собы-
тия. Однако приведенные выше примеры подчеркивают 
потенциал ферментов для расширения своего «портфо-
лио» потенциальных субстратов и их возможную значимую 
роль в возникновении новых генов устойчивости.

Подобно протогенам устойчивости «молчащие» гены 
устойчивости не способны формировать резистентный 
фенотип в их текущем структурном состоянии. В отли-
чие от протогенов эти гены могут быть детектированы 
в резистоме на основании гомологии между их последо-
вательностями и последовательностями известных генов 
устойчивости. Например, два фенотипически чувствитель-
ных к антибиотикам штамма Citrobacter freundii, изолиро-
ваные в эпоху до использования антибиотиков, содержат 
гены AmpC бета-лактамазы [103]. Мутации, приводящие 
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к экспрессии AmpC в данных штаммах, сопровождаются 
клинической устойчивостью к цефалоспоринам расши-
ренного спектра действия. Salmonella enterica дикого типа, 
культивируемая на богатой питательной среде, чувстви-
тельна к аминогликозидам стрептомицину и спектиноми-
цину. Однако тот же штамм устойчив при выращивании на 
минимальной среде при активации гена aadA аминоглико-
зид-аденилтрансферазы [104]. Когда aadA был суперэкс-
прессирован в индуцибельной плазмиде, минимальная 
ингибирующая концентрация стрептомицина также суще-
ственно увеличилась дозо-зависимым способом. Таким 
образом, общий уровень экспрессии гена устойчивости, 
вероятно, имеет решающее значение в процессе форми-
рования устойчивого фенотипа.

Если мутация — это «рабочая лошадка» эволюции, то 
горизонтальный перенос генов — это «волшебная палоч-
ка», способная мгновенно преобразовать неактивный ген 
устойчивости в функциональный за счет увеличения числа 
копий гена или же изменения контекста, обеспечивающе-
го экспрессию гена под «сильным» промотором. Однажды 
попав в состав мобильного элемента, гены устойчивости 
получают возможность фактически неограниченно рас-
пространяться по микробному пангеному, где они могут 
накапливать дальнейшие мутации, улучшающие функцию 
и расширяющие спектр возможных субстратов кодируе-
мых ими ферментов, в ответ на селективное давление со 
стороны окружающей среды. 

Чтобы оценить вклад генов, способных к горизон-
тальному переносу в составе генома патогенов челове-
ка, достаточно взглянуть на золотистый стафиллококк: 
на мобильные элементы приходится 15–20 % его гено-
ма, они включают бактериофаги, островки патогенности, 
плазмиды, транспозоны и стафилококковые кассетные 
хромосомы [105]. Эти мобильные элементы накопились 
в геноме возбудителя под селективным давлением, но их 
источник — бактерии, которые некогда сосуществовали 
с золотистым стафиллококком. В то время как детали се-
тевых взаимодействий между патогенными микроорганиз-
мами и комменсалами остаются в значительной степени 
неясными, становится все более очевидным, что основные 
резервуары генов резистентности, доступные патогенам, 
находятся в человеческом микробиоме [106]. Например, 
функциональные метагеномные библиотеки, полученные 
из объединенных проб микробиомов кишечника от мла-
денцев, детей и подростков, содержали данные о генах 
устойчивости к 14 антибиотикам [107]. Более того, все биб-
лиотеки содержали данные о генах устойчивости к тетра-
циклину, триметоприму, триметоприм-сульфаметоксазолу, 
D-циклосерину, хлорамфениколу и пенициллину, а мно-
гие — к аминогликозидам, глицилциклинам и бета-лакта-
мам. Примерно 3 % от общего числа генов резистентности 
к антибиотикам в данных библиотеках оказались ассоци-
ированы с мобильными элементами, такими как транспо-
зоны или интегроны [108]. Последствия применения анти-
биотиков для кишечной микрофлоры активно изучаются. 
К примеру, удалось показать, что использование антибио-
тиков, особенно метронидазола и бета-лактамов, снижает 
общее микробное разнообразие в желудочно-кишечном 
тракте [108]. Подобные события, когда один бактериаль-
ный таксон становится преобладающим в микрофлоре 
кишечника, зачастую связаны с повышенным риском по-
следующей бактериемии [109]. 

По всей видимости, один из путей получения генов 
устойчивости кишечной микрофлорой — это горизонталь-
ный перенос генов устойчивости от сельскохозяйствен-

ных животных к человеку через микрофлору пищи. Авто-
ры одной из работ обнаружили, что 42 уникальных гена 
устойчивости были перенесены сельскохозяйственными 
изолятами микрофлоры в человеческий микробиом, что 
позволяет предположить, что микрофлора сельскохозяй-
ственных животных, стоки и отходы ферм могут способ-
ствовать развитию клинической резистентности патоге-
нов человека [109]. Мобильные элементы, несущие гены 
устойчивости к антибиотикам, широко распространены 
в потребляемой нами вместе с продуктами питания мик-
кробиоте [109–113] и являются одним из потенциальных 
источников генов устойчивости для человеческого микро-
биома. Это связано со слабым контролем за использова-
нием антибиотиков в сельском хозяйстве. Мониторинг на 
китайских свинофермах [114] показал, что гены устойчи-
вости были весьма распространены в почвах вследствие 
использования в качестве удобрения навоза от свиней, 
получавших корм, содержавший антибиотики. В 3 раза 
больше уникальных генов устойчивости обнаруживали 
в геномах патогенов в сельскохозяйственных пробах по 
сравнению с контрольными, в том числе к антибиотикам, 
важным для медицины: макролидам (mphA и erm), цефа-
лоспоринам (bla-TEM и blaCTX-М), аминогликозидам (aph 
и aad) и тетрациклину (tet). Количество транспозаз в гено-
мах патогенов из образцов навоза свиней было в 90 000 
раз больше по сравнению с контролем, из образцов поч-
вы — в 1 000 раз больше. Численность транспозаз корре-
лирует с распространением генов устойчивости в микро-
биоте сельскохозяйственной продукции, в особенности 
генов устойчивости к тетрациклину.

Таким образом, все механизмы возникновения новых 
патогенов можно классифицировать отнесением к одной 
из двух больших групп случаев:

1. перенос ранее существовавшего патогена от одного 
хозяина к другому, сопровождающийся тяжелым течением 
заболевания вследствие неадаптированности организма 
нового хозяина к новому патогену (один из самых распро-
страненных примеров — цитокиновый шторм);

2. появление новых патогенных свойств у уже извест-
ного биологического агента, обычно получаемых в ходе 
горизонтального переноса генов.

Проблемы идентификации новых патогенов 
существующими аналитическими методами

Для обнаружения и идентификации патогенов был раз-
работан ряд технологий и коммерческих приложений, 
позволяющих выявлять нуклеиновые кислоты и антигены, 
входящие в состав патогенов. И хотя утверждается, что 
многие из них удовлетворяют высоким требованиям по 
таким параметрам, как минимальная пробоподготовка, 
скорость анализа, точность и надежность, в реальности 
лишь немногие из них могут быть широко использованы 
на практике, в особенности в полевых условиях [115]. Ди-
агностические методы, применяемые для детекции биоу-
гроз, должны обеспечивать своевременное обнаружение 
и подтверждение биологических факторов риска непо-
средственно в образце с минимальным уровнем ложнопо-
ложительных и ложноотрицательных результатов, а также 
выявлять модифицированные и неизвестные патогены. 
Устройства для обнаружения биоугроз должны быть пор-
тативными, легкими в использовании и способными обна-
руживать несколько факторов, а порой — десятки и сотни 
факторов одновременно [115].
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В настоящее время существует несколько методов ди-
агностики, удовлетворяющих большинству из заданных 
критериев, однако ни один не удовлетворяет всем из них. 
В отличие от химических детекторов, способных обнару-
живать химические вещества в количествах, угрожающих 
человеческому здоровью, биологические детекторы ред-
ко могут обнаруживать микроорганизмы непосредствен-
но в образцах на уровне или ниже уровня риска из-за их 
низкой чувствительности и необходимости проведения 
трудоемкой подготовки пробы для анализа. Диагностичес-
кие системы, основанные на амплификации нуклеиновых 
кислот, в целом значительно чувствительнее, чем системы, 
базирующиеся на использовании антител [115]. Так, метод 
ПЦР позволяет обнаружить в образце одиночные моле-
кулы нуклеиновых кислот микроорганизма за достаточ-
но короткое время [116–118]. Однако этот метод требует 
тщательной подготовки пробы и не позволяет напрямую 
обнаруживать токсины и инфекционные агенты, не содер-
жащие нуклеиновых кислот, к примеру прионы [115].

Помимо чувствительности, не менее важной характе-
ристикой диагностических методов является специфич-
ность, поскольку необходимо свести к минимуму фоновые 
сигналы и устранить ложноположительные результаты 
в образцах, которые зачастую представляют собой слож-
ную смесь органических и неорганических соединений. 
При этом «неспецифика» может также возникать в случае 
наличия в пробах высоких концентраций конкурирующих 
антигенов или фрагментов ДНК. В случае с методами, 
основанными на ПЦР, высокая чувствительность может 
быть их слабым местом вследствие возможной контами-
нации образца и получения ложноположительного резуль-
тата из-за ингибирования работы полимеразы различными 
веществами, включая гуминовые кислоты и гем.

Другим важным требованием к диагностическим ме-
тодам является их воспроизводимость. На этот параметр 
может влиять целый ряд факторов, в том числе такие, как 
стабильность реагентов и различия в условиях анализа. 
Значение этих факторов может быть уменьшено путем 
стандартизации условий сбора образцов и их последую-
щего анализа.

Помимо всего вышеперечисленного, диагностические 
методы должны обеспечивать обнаружение в образцах 
различных биологических агентов, т. е. предоставлять 
возможность мультиплексного анализа. Это необходимо 
потому, что в исследуемых образцах могут одновременно 
содержаться токсины, бактерии, вирусы и пр. Более того, 
в некоторых случаях в образцах необходимо определить 
неизвестные факторы, которые могут быть преднаме-
ренно изменены в результате генетической или антиген-
ной модификации или же представлять собой новые или 
неизвестные варианты известных микроорганизмов, 
что делает их обнаружение чрезвычайно трудной зада-
чей. Стоит отметить, что и обычные биологические аген-
ты трудно обнаружить в зараженных образцах. Образцы 
биоматериала человека (например, кровь и фекалии), а 
также образцы пищи, воды и даже воздуха могут созда-
вать существенные проблемы для диагностики. К примеру, 
антикоагулянты, ДНК лейкоцитов и компоненты гема ин-
гибируют ПЦР [115, 119, 120], что приводит к появлению 
ложноотрицательного результата. Жиры в пищевых про-
дуктах и большое количество сопутствующих бактерий в 
образцах фекалий могут искажать результаты иммуноло-
гических анализов. По этой причине биологические агенты 
должны быть выделены или очищены из собранных образ-
цов до анализа и идентификации, что увеличивает время 

анализа и, главное, делает невозможным полевое приме-
нение этих технологий.

Важным фактором для биодетекции является тип мате-
риала, влияющий на порядок хранения и транспортировки 
проб. Образцы, полученные из воды и воздуха, должны 
быть сконцентрированы для предварительного обнару-
жения целевых молекул. Пробы воздуха должны быть пе-
реведены в жидкое состояние, поскольку большинство 
методов диагностики приспособлены для анализа только 
жидких образцов. Объем образца, а также время и ме-
тод его транспортировки также важны, особенно в случае 
с живыми организмами. Иногда для оценки возможного 
риска может потребоваться подтверждение жизнеспособ-
ности микроба, и тогда, к примеру, обычные генетические 
или иммуннологические методы анализа будут неинфор-
мативными.

Различные методы обнаружения и идентификации не-
известных патогенных организмов активно разрабатыва-
ются в течение многих лет, вкладываются значительные 
финансовые средства компаний-разработчиков [115]. 
Одно из перспективных направлений — технологии высо-
копроизводительного секвенирования.

Высокороизводительное секвенирование: 
основные принципы

Высокопроизводительное секвенирование (next generation 
sequencing, NGS) представляет собой группу методов 
секвенирования, позволяющих в отличие от классического 
секвенирования по Сэнгеру получать за один запуск при-
бора большие объемы прочитанной первичной последо-
вательности ДНК за счет параллельного секвенирования 
большого количества различных фрагментов. Подобная 
особенность сделала высокопроизводительное секвени-
рование по-настоящему универсальным методом генети-
ческой характеристики живых объектов. В настоящий мо-
мент приложения, основанные на методах NGS, активно 
применяются не только в сфере научных исследований 
в таких областях, как молекулярная систематика, биоин-
женерия, клеточная и молекулярная биология, но и в прак-
тической деятельности человека: медицинской клиничес-
кой генетике, криминалистике, селекции и др.

Все модификации NGS можно поделить на две боль-
шие группы: первый тип методов основан на секвениро-
вании заранее амплифицированных фрагментов ДНК из 
пробы, второй тип связан с прочтением первичной после-
довательности единичных молекул.

Общий принцип методов секвенирования, основанных 
на предварительной амплификации матриц, приблизитель-
но одинаков независимо от реагентно-аппаратной базы. 
Он включает стадию получения библиотек, заключающую-
ся в получении небольших фрагментов ДНК и введении 
в их состав адаптерных нуклеотидных последовательно-
стей для закрепления на носителе и отжига специфиче-
ских праймеров для секвенирования; стадию иммобилиза-
ции полученных фрагментных библиотек на микросферах 
или поверхности проточной ячейки с последующей ампли-
фикацией с помощью эмульсионной или мостиковой ПЦР 
соответственно; стадию гибридизации специфических 
праймеров с адаптерными участками и непосредственно 
секвенирования. При этом подходе прочтение последова-
тельности всегда связано с достройкой комплементарной 
цепи, причем достройка может осуществляться либо путем 
синтеза новой цепи, либо путем лигирования. Дострой-
ка цепи сопровождается испусканием сигнала, природа 
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которого зависит от типа платформы для секвенирования. 
Сигнал регистрируется прибором, который переводит его 
в последовательность нуклеотидов. 

Пиросеквенирование, или 454-секвенирование, поя-
вившееся первым из всех методов NGS, использует для 
детекции световой сигнал, возникающий при достройке 
комплементарной цепи ДНК [121–123], в то время как по-
лупроводниковое секвенирование основано на фиксации 
изменения pH, происходящего вследствие отщепления 
протона при образовании фосфодиэфирных связей при 
достройке цепи [124–127]. Третий вариант — это секве-
нирование путем лигирования, при котором детектирует-
ся флуоресцентный сигнал, возникающий в процессе до-
стройки комплементарной цепи в ячейке, через которую 
пропускают смесь, содержащая лигазу и специальные 
флуоресцентно меченные нуклеотидные зонды (октамеры) 
[128]. Наконец, наиболее распространенным вариантом 
является секвенирование путем синтеза с использова-
нием обратимо терминированных флуоресцентных ну-
клеозидтрифосфатов. Амплификация проводится внутри 
проточной пористой ячейки, через которую пропускаются 
реагенты для синтеза ДНК [129]. В результате амплифи-
кации с использованием мостиковой ПЦР внутри каналов 
ячейки генерируются кластеры копий исходных фрагмен-
тов библиотеки, каждый из которых соответствует одно-
му прочтению. Высокая плотность кластеров (до 800–
900 тыс. на мм2) обеспечивает максимально большой 
объем получаемых данных. Затем полученные кластеры 
молекул ДНК секвенируются по принципу, сходному 
с секвенированием по методу Сэнгера [130, 131]. 

К недостаткам методов высокопроизводительного 
секвенирования, основанных на предварительной ам-
плификации ДНК-фрагментов, можно отнести: ошибки 
в гомополимерных участках и местах, где имеются одно-
нуклеотидные полиморфизмы; сложности разрешения 
в повторах; зависимость точности прочтения от GC-соста-
ва фрагментов ДНК и т. д. [132–134]. Поэтому в настоящее 
время разрабатывают альтернативные методы секвениро-
вания, в частности, мономолекулярное секвенирование.

Одна из технологий мономолекулярного секвениро-
вания основана на пропускании секвенируемого участка 
ДНК через активный центр ДНК-полимеразы, при этом 
высокочувствительной CCD-камерой фиксируется сигнал 
от присоединения флуоресцентно меченного нуклеотида, 
попадающего в активный центр ДНК-полимеразы в про-
цессе достройки комплементарной цепи. При присоеди-
нении нуклеотида флуоресцентная метка отщепляется, 
и сигнал падает до фонового уровня. Затем в активный 
центр попадает следующий нуклеотид, и цикл повторяется 
[135]. Используемая в этой технологии ДНК-полимераза 
фага φ29 высокопроцессивна, скорость ее работы сос-
тавляет около 10 нуклеотидов в секунду. Эта технология 
позволяет прочитывать длинные молекулы ДНК — до 10–
20 тыс. п. о. — и имеет целый ряд практических приложе-
ний [136–142].

Другим вариантом мономолекулярного секвенирова-
ния является секвенирование с использованием мембран 
с нанопорами: если мембрану, содержащую такие поры, 
поместить в электрофоретическую ячейку, то одноцепо-
чечные молекулы ДНК могут протягиваться через пору, 
при этом происходит изменение силы тока, проходящего 
через мембрану [113]. При таком протягивании в зависи-
мости от типа нуклеотида происходит определенное по 
амплитуде и продолжительности изменение силы тока, что 
дает возможность определить, какой именно нуклеотид 

находится в полости поры именно сейчас. В настоящее 
время существует только одна коммерческая серия ком-
пактных приборов, в которых реализована данная стра-
тегия секвенирования (MinION компании Oxford Nanopore 
Technologies, Великобритания). Они распространяются 
в рамках программы раннего доступа [143]. К безуслов-
ным преимуществам нанопорового секвенирования отно-
сится возможность делать длинные прочтения без покуп-
ки дорогостоящего оборудования. В качестве недостаков 
можно отметить высокую частоту ошибок (12–20 %) [144]. 
Однако в настоящий момент все больше исследователей 
признают перспективность нанопорового секвенирования 
для метагеномных исследований, секвенирования неболь-
ших геномов, идентификации вирусных и бактериальных 
инфекционных агентов. Так, нанопоровое секвенирование 
успешно применяется для быстрой диагностики вирусных 
инфекций, таких как лихорадка Эбола или Чикунгунья, ме-
тагеномного изучения бактериального резистома и даже 
прочтения полных, больших по объему, геномов [145–147].

Основные стратегии идентификации патогенов 
с использованием NGS

Основными группами патогенов, представляющих наи-
большую опасность для человека, являются бактерии 
и вирусы. Другие патогены, такие как грибы или протисты, 
не менее опасны, однако обычно не требуют генетического 
анализа для идентификации. На сегодняшний день основ-
ным приемом, позволяющим охарактеризовать разноо-
бразие микроорганизмов в пробе, является метагеномный 
анализ. Подобный анализ стал возможным (и даже ру-
тинным) благодаря разработке методов высокопроиз-
водительного секвенирования. Биоразнообразие пробы 
можно охарактеризовать с помощью двух различных стра-
тегий: таргетного секвенирования выбранных маркерных 
участков и полноценного тотального секвенирования ме-
тагенома. 

Первый способ существенно проще технически, требу-
ет меньших временных и финансовых затрат на подготов-
ку образцов, секвенирование и обработку данных. Однако 
он имеет существенное ограничение: позволяет провести 
только оценку разнообразия, тогда как второй способ 
позволяет получить исчерпывающую информацию о сос-
таве и генетических свойствах конкретного сообщества. 
Обычно в качестве маркерных участков в метагеномных 
образцах используются участки генов 16S или 18S рРНК 
у прокариот и эукариот соответственно или ITS-участки 
грибов [148–150]. Однако в зависимости от задачи мар-
керные участки могут быть и иными. К примеру, для ха-
рактеристики резистома в метагеномном образце нужно 
использовать участки генов устойчивости к антибиотикам. 

Второй способ требует существенно больших времен-
ных и финансовых затрат, но при тотальном секвениро-
вании метагеномов мы получаем полногеномные данные, 
представляющие собой различные фрагменты ДНК орга-
низмов, содержащихся в анализируемом метагеномном 
образце, на основе которых впоследствии можно будет 
собрать референсный геном [148]. Анализировать подоб-
ные данные можно тремя различными способами. Первый 
способ — сравнение определенных маркерных последо-
вательностей генов с известными последовательностями 
базы данных для подобных генов определенных организ-
мов [151–153]. Второй способ основан на кластеризации 
всех чтений образца по таксономическим группам, напри-
мер, на основе их сходства с известными полногеномными 
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последовательностями [154–157]. Наконец, третий способ 
связан со сборкой полученных контигов в целые гены или 
даже геномы de novo [158, 159]. В случае с идентифика-
цией новых патогенов группа методов анализа данных 
тотального секвенирования метагенома может быть наи-
более важной, поскольку позволяет не только оценить 
биоразнообразие образца, но и идентифицировать в его 
составе отдельные гены.

Таким образом, оба похода имеют свои достоинства 
и ограничения: секвенирование маркерных участков 
позволяет быстро и со сравнительно небольшими ма-
териальными затратами установить разнообразие гене-
тического материала в образце, тогда как результаты 
тотального секвенирования метагенома позволяют полу-
чить исчерпывающую информацию о патогенных детер-
минантах (метатоксиком, метарезистом и пр.). Большая 
часть этой информации не будет представлять ценности, 
но позволит не упустить генетические элементы, обуслов-
ливающие эпидемическое значение патогенов в составе 
образца. Вероятно, возможно заменить полногеномный 
анализ сложным реагентным комплексом, состоящим из 
нескольких сотен олигонуклеотидных последовательно-
стей, комплементарных наиболее важным и эпидемически 
значимым патогенным детерминантам, что позволит уско-
рить и удешевить процедуру метагеномгой характеристики 
образца. Тогда использование тотального\полногеномного 
секвенирования может быть оправдано в отдельных слож-
ных случаях уже после первичной детекции для подробной 
характеристики генетических особенностей смешанного 
образца или уже изолированного патогена. 

Особенности идентификации методами NGS 
вирусов и бактерий

Существующие методы NGS идеально подходят для ана-
лиза, идентификации и расшифровки генома выделенных 
в чистую культуру прокариотических организмов и  от-
крывают новые возможности в области идентификации 
неизвестных патогенов в смеси микроорганизмов. Опре-
деленную сложность при метагеномной характеристике 
образцов на предмет содержания в них прокариотических 
орагнизмов представляют выявление фактов горизонталь-
ного переноса генов от одного члена метагенома к другому 
и корректное распределение информации по отдельным 
представителям микробного сообщества. Решением этих 
проблем для хромосмонымх генетических элементов яв-
ляется повышение степени покрытия отдельными ридами 
хромосомных последовательностей отдельных компонен-
тов метагенома. 

Фактором, определяющим качество получаемой в ре-
зультате секвенирования информации, является про-
боподоготовка образца. Ее влияние можно проследить, 
анализируя особенности идентификации вирусов. Иден-
тификация новых вирусов является трудной задачей. Ос-
новная причина этого — сложность отделения вирусной 
нуклеиновой кислоты от «мусорных» нуклеиновых кислот. 
Так, для крупных ДНК-вирусов выделение их нуклеиновой 
кислоты из вирусных частиц, полученных методом уль-
трафильтрации, приводит к существенному загрязнению 
образца так называемыми агентами переноса генов — не-
вирусными ДНК, упакованными в вирусные капсиды [160]. 
В случае с маленькими высокоизменчивыми РНК-вируса-
ми идентификация сложна вследствие как значительной 
примеси рРНК в образцах их нуклеиновой кислоты, так 

и сложности подбора специфических вырожденных 
праймеров, которые бы носили универсальный характер 
и позволили амплифицировать вирусные кДНК хотя бы 
на уровне семейства [161]. В настоящий момент для вы-
явления новых вирусов с помощью NGS чаще всего со-
вмещают модифицированный вариант ПЦР (VIDISCA) с по-
следующим высокопроизводительным секвенированием 
(рис. 3) [162]. 

Метод VIDISCA начинается с селективного обогаще-
ния образца вирусной нуклеиновой кислотой, которое 
включает центрифугирование для удаления остаточного 
клеточного дебриса и митохондрий. Кроме того, исполь-
зуется обработка препарата нуклеазами для удаления 
мешающей анализу хромосомной и митохондриальной 
ДНК и РНК из лизированных клеток. Добавление РНК-
азы в образец приводит к  деградации клеточной РНК, 
при этом вирусная нуклеиновая кислота не деградирует, 
поскольку инкапсидирована внутри вирусной частицы. 
В дальнейшем нуклеазы инактивируются, и вирусные нук-
леиновые кислоты экстрагируют из образцов. При этом 
РНК в ходе обратной транскрипции переводится в кДНК, 
а затем синтезируется вторая нить с целью получения 
двуцепочечной ДНК (от вирусной РНК или ДНК генома) 
[163]. Двуцепочечные ДНК обрабатывают частощепящими 

Изоляция фракции 
нуклеиновых кислот

Вирусная РНК

Синтез кДНК

Синтез второй цепи

Расщепление эндонуклеазами

Лигирование адаптеров

Преамплификация

Клональная амплификация 
с помощью эмульсионной ПЦР

Рис. 3. Схема метода идентификации новых вирусных патогенов VIDISCA 
c использованием высокопроизводительного секвенирования
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рестриктазами, специфичными для вирусных нуклеиновых 
кислот (HinP1-I и Mse-I), а затем расщепленную ДНК специ-
фически лигируют с адаптером, содержащим липкие кон-
цы для вышеупомянутых рестриктаз. Целевые молекулы 
впоследствии амплифицируют с использованием прайме-
ров, специфичных к адаптерным последовательностям, 
а затем проводится раунд селективного усиления с прай-
мерами, удлиненными на один нуклеотид (G, A, T или C). 
Таким образом, используется 16 комбинаций праймеров, 
и каждый образец сравнивается с репрезентативным не-
гативным контролем (незараженная сыворотка или плаз-
ма, а также супернатант неинфицированных культур). 
ПЦР-фрагменты, которые являются специфическими для 
«зараженных» клинических образцов, затем клонируют 
и секвенируют по Сэнгеру (клинический золотой стандарт).

Данная методика довольно трудоемка для исполне-
ния, имеет низкую производительность и может обладать 
не самой высокой степенью воспроизводимости [163]. 
С целью повышения производительности данной техно-
логии в настоящий момент пытаются создать ее модифи-
кацию, основанную на совмещении ПЦР с высокопроиз-
водительным секвенированием: все амплифицированные 
фрагменты «сажают» на наночастицы и отправляют на 
массовое параллельное секвенирование. В оригинальной 
методике использовалось пиросеквенирование, лицен-
зированное компанией Roshe. Однако в данном случае 
возникает серьезная проблема, т. к. в образцах обнаружи-
вается низкое число прочтений вирусной нуклеиновой кис-
лоты, вследствие чего обеспечивается слабое покрытие 
вирусного генома. Причиной этого является присутствие 
значительного количества клеточных рибосомальных РНК 
(рРНК) в пробах. Существует несколько подходов, позво-
ляющих значительно снизить количество рРНК в пробах, 
такие как использование специально сконструированных 
рандомных праймеров, не отжигающихся на рРНК, ис-
пользование частощепящих рестриктаз, имеющих низкую 
частоту расщепления рРНК, и, наконец, использование 
специфических олигонуклеотидов для блокировки синтеза 
кДНК на рРНК [163]. Однако, несмотря на то, что все вы-
шеупомянутые технические приемы позволяют существен-
но снизить число амплифицированных фрагментов рРНК, 
полученный результат все равно позволяет идентифици-
ровать вирусы только в 50 % зараженных образцов. Тем 
не менее, если проблема с удалением рРНК из образцов 
будет полностью решена, данная методика станет одним 

из наиболее быстрых и точных способов детекции ранее 
неизвестных вирусов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Появление новых бактерий и вирусов, угрожающих здо-
ровью человека, является неизбежным процессом, от-
ражающим общий ход биологической эволюции. Вирусы 
и бактерии являются наиболее генетически пластичными 
биологическими структурами благодаря таким молеку-
лярным механизмам, как рекомбинация, реассортация 
и горизонтальный перенос генов. Наличие этих механиз-
мов в сочетании с колоссальным потомством, а также 
селективное воздействие, которое зачастую возникает 
по вине самого человека, приводят к неизбежному появ-
лению новых патогенов. Учитывая интенсивность взаимо-
действия людей из разных стран, распространение новых 
патогенных организмов представляет большую опасность. 
Снижение рисков возникновения эпидемий возможно 
только благодаря разработке новых методов контроля за 
распространением инфекций (вакцинация, лекарства, но-
вые технологии стерилизации), а также методов выявления 
патогенов, которые должны учитывать их генетическую 
пластичность. Анализ имеющихся литературных данных 
показал, что на сегодняшний день не существует готовых 
коммерческих решений для идентификации организмов 
с новыми патогенными свойствами, а классические диа-
гностические методы ПЦР и иммуноферментного анализа 
имеют существенные ограничения. Одним из ведущих ме-
тодов идентификации широкого спектра патогенов, в том 
числе новых, и их генетических свойств становится высо-
копроизводительное секвенирование.

Высокопроизводительное секвенирование являет-
ся одним из немногих доступных методов, способных не 
только детектировать конкретный патоген, но и подробно 
охарактеризовать его генетическую и эпигенетическую 
структуру, дать информацию о совокупности всех микро-
организмов образца, получая в результате исчерпываю-
щий набор метагенетических данных. Необыкновенно бы-
строе развитие данной группы методов с каждым годом 
упрощает, удешевляет и убыстряет процедуру анализа. 
Разнообразие программного обеспечения и различных 
приложений позволяет решать с помощью этого метода 
самые разные задачи, в том числе задачу эффективной 
идентификации ранее неизвестных патогенов.
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