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Высокопродуктивное секвенирование в диагностике и профилактике инфекции 
простого герпеса (Herpesviridae, Alphaherpesvirinae, Simplexvirus,  
Human alphaherpesvirus 1)

Сергеев О .В .1, Бошьян Р .Е .1, Баринский И .Ф .2
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Н .Ф . Гамалеи» Минздрава России, 123098, Москва, Россия

Вирусы простого герпеса (ВПГ) 1-го (ВПГ-1) и 2-го (ВПГ-2) типа относятся к числу наиболее распростра-
нённых в человеческой популяции . Клинические проявления простого герпеса широко варьируют, что 
обусловливает необходимость разработки надёжных молекулярных методов для своевременной диа-
гностики герпесвирусной инфекции, а также для обнаружения мутаций в генах, отвечающих за лекар-
ственную устойчивость . Применение ПЦР часто неспособно идентифицировать изоляты ВПГ с замена-
ми нуклеотидов в участке связывания праймеров . Полногеномное секвенирование по Сэнгеру выявляет 
мутации в основном на консенсусном уровне, они накапливаются уже на продвинутой стадии вирусной 
инфекции . Высокопродуктивное секвенирование (секвенирование следующего поколения) имеет явные 
преимущества как в ранней диагностике герпесвирусной инфекции, так и в идентификации вариантов 
ВПГ .

Ключевые слова: вирус простого герпеса; молекулярная диагностика; геном; вариабельность; высо-
копродуктивное секвенирование; HTS; секвенирование следующего поколения; полно­
геномное секвенирование; ПЦР; метагеномный анализ.
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High-throughput sequencing in diagnostics and prevention of herpes simplex 
virus infection (Herpesviridae, Alphaherpesvirinae, Simplexvirus, Human 
alphaherpesvirus 1)
Oleg V . Sergeyev 1, Roman E . Bosh’ian 1, Igor F . Barinsky 2

1 I .M . Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, 119991, Russia;
2 National Research Centre for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N .F . Gamaleya, 
Moscow, 123098, Russia
Herpes simplex viruses types 1 (HSV-1) and 2 (HSV-2) are among the most common viruses in the human 
population . The clinical manifestations of HSV infection vary widely, which necessitates reliable molecular 
methods for the timely diagnosis of herpes virus infection, as well as for detection of mutations in the genes 
responsible for drug resistance . PCR is often unable to detect HSV isolates with nucleotide substitutions at the 
primer binding site . Sanger sequencing of the whole genome reveals mutations mainly at the consensus level, 
which accumulate at advanced stages of viral infection . High-throughput sequencing (HTS, next generation 
sequencing) offers an obvious advantage both in early diagnosis of herpes virus infection and identification of 
HSV variants .

Keywords: herpes simplex virus; molecular diagnostics; genome; variability; high­throughput sequencing; HTS; 
next generation sequencing; whole genome sequencing; PCR; metagenomics.
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Первичная инфекция приводит к проникновению ви-
руса в сенсорные или симпатические нейроны, кото-
рые иннервируют поверхность эпителия. В перифе-
рийной нервной системе устанавливается латентное 
состояние. Точный механизм перехода вируса из эпи-
телия в нервные клетки неясен. После реактивации 
в нервной ткани вирус может перемещаться по нерв-
ному тракту обратно в эпителиальные клетки, вызы-
вая повреждение тканей и инфицирование новых хо-
зяев [4].

Высокопродуктивное секвенирование (англ. high- 
throughput sequencing, HTS), или секвенирование сле-
дующего поколения (англ. next generation sequencing), 
произвело революцию в исследовании и диагностике 
патогенов. Сейчас возможна полногеномная характе-
ристика многих патогенов [5].

HTS также положило начало новому направлению, 
мегагеномике. Этот подход позволяет объективно 
охарактеризовать все микроорганизмы в данной эко-
системе или в клиническом образце без каких-либо 
предварительных сведений [6–8]. Рутинное использо-
вание HTS в клинической диагностике, в том числе 
инфекционных болезней, стало возможным в связи со 
снижением стоимости оборудования.

Более того, существует реальная возможность од-
новременного секвенирования геномов множества 
изолятов для каждого вируса [9–13]. Это позволяет 
выявить генетические вариации в пределах одно-
го вида вируса. Применение HTS даёт возможность 
осуществлять раннюю диагностику инфекции, иден-
тифицировать мутации, приводящие к лекарственной 
устойчивости. С помощью HTS патогены можно ис-
следовать как генетически гетерогенные популяции, 
не клоны. Также данный метод выявляет генетические 
вариации, возникающие с низкой частотой, включая 
большие делеции, инсерции, инверсии и транслока-
ции нуклеотидных последовательностей [14, 15].

В частности, лекарственная устойчивость ВПГ, как 
правило, обусловлена мутациями в вирусных генах 
тимидинкиназы (ТК) и полимеразы [16]. Продолжи-
тельное применение ацикловира и его производных 
может привести к селекции вариантов, устойчивых 
к препарату, особенно у индивидов с низкой иммуно-
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По данным ВОЗ на 2017 г., из 6 млрд населения 
земли 3 млрд 700 млн человек были инфицированы 
вирусом простого герпеса (ВПГ). Статистические 
исследования, проводимые ВОЗ и опубликованные 
в 2016 г., показали, что в структуре инфекций, пере-
даваемых половым путём, генитальный герпес про-
должает занимать одно из ведущих мест. В 10–20% 
случаев генитальный герпес имеет рецидивирующее 
течение, что является серьёзной медико-социальной 
проблемой здравоохранения. Рецидивы генитального 
герпеса наблюдаются в течение последующего года 
у 90% больных, заражённых вирусом простого гер-
песа 2-го типа (ВПГ-2), и у 60% инфицированных ви-
русом простого герпеса 1-го типа (ВПГ-1). В России 
число только госпитализированных с диагнозом «гер-
петическая инфекция» ежегодно превышает 2,5 млн 
человек. Герпесвирусные инфекции роговой оболоч-
ки глаза отмечены у 900 тыс. человек. Герпесвирус-
ная этиология также прослеживается у 10% больных 
энцефалитом [1, 2].

Ранняя диагностика вируса простого герпеса
Семейство Herpesviridae включает свыше 200 ви-

русов, поражающих разных животных. Общей харак-
теристикой герпесвирусов является их способность 
вызывать пожизненную медленно текущую или 
латентную инфекцию в организме хозяина. При ла-
тентной инфекции зрелые вирионы не формируются, 
а продуктами транскрипции являются несколько РНК 
продуктов, ассоциированных с латенцией [3].

ВПГ-1 и -2 входят в подсемейство Alphaherpesvir-
inae. Для них характерны быстрый инфекционный 
цикл в культуре клеток и латентная инфекция в ней-
ронах, прежде всего в сенсорных ганглиях [1, 2]. Этот 
признак является критическим в стратегии выжива-
ния вируса и осложняет диагностику ВПГ, так как ла-
тентно инфицированные клетки служат резервуаром 
для периодической реактивации и распространения 
вируса.

Инфекция простого герпеса начинается на поверх-
ности эпителия или слизистой. Она может быть симп-
томатической или асимптоматической в зависимости 
от иммунного статуса хозяина и других факторов. 
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значимых маркеров вирулентности в геноме ВПГ 
необходимы дополнительные исследования генома 
изолятов вируса, выделенных от пациентов с той или 
иной формой патологии [30].

Наряду с вирусной генетикой, генетика организма- 
хозяина не менее важна для определения воспри-
имчивости к заболеванию и его клинического про-
явления. В настоящее время высокопродуктивное 
секвенирование в комбинации с полногеномным 
поиском ассоциаций (HTS/GWAS) часто использу-
ют для выявления генетических факторов человека, 
коррелирующих с различными болезнями, включая 
ВПГ-инфекцию. С одной стороны, обнаружены вари-
ации в гене c21orf91 (CSSG1) хромосомы 21, корре-
лирующие с частотой простудных заболеваний [28]. 
С другой стороны, полногеномный поиск ассоциаций 
для идентификации генетических факторов, коррели-
рующих с интенсивностью выделения инфекционно-
го ВПГ-2, не дал надёжных результатов [31]. В связи 
со сложным фенотипом ВПГ-инфекции установление 
корреляции между характером болезни и генотипом 
организма-хозяина затруднено. Кроме того, резуль-
таты полногеномного поиска ассоциаций зависят 
от других факторов, таких как число пациентов, уча-
ствующих в исследовании, и их аллельные вариации. 
Поэтому отсутствие корреляции при использовании 
одного фенотипического фактора не уменьшает зна-
чение этого метода в изучении патогенеза ВПГ.

Разработка терапевтических и диагностических 
средств с применением HTS

В настоящее время доказано, что ВПГ-1 и -2 яв-
ляются этиологическими агентами генитального 
герпеса [1, 2]. Генитальный герпес представляет су-
щественный риск для новорождённых, и в течение 
десятилетий учёные пытаются разработать профи-
лактическую вакцину для предотвращения симпто-
матического и асимп томатического генитального 
герпеса. Все существующие на сегодняшний день 
вакцины и кандидаты в вакцины малоэффективны 
[32]. Одна из причин их низкой эффективности – ге-
нетическая гетерогенность циркулирующих штам-
мов ВПГ. Так, недавние исследования генома ВПГ-1 
показали, что независимые изоляты вируса различа-
ются по нуклеотидной последовательности на 2–4% 
генома [9], что может составлять тысячи нуклеотид-
ных вариантов. Также показано, что независимые 
изоляты ВПГ-1 генетически более вариабельны, 
чем изоляты ВПГ-2 [33]. Знание вариаций генома 
ВПГ в больших выборках изолятов из различных 
географических регионов должно способствовать 
оптимизации вакцинных препаратов в мире. Недав-
нее исследование штаммов ВПГ-2, циркулирующих 
в Северной Америке, Южной Америке и Африке, ос-
нованное на полноразмерных геномах, выявило низ-
кую частоту встречаемости двух и более штаммов 
этого вируса в одном организме [34]. Эти данные 
предполагают, что вакцинальный иммунный ответ 
может быть протективным в отношении более чем 
одного циркулирующего штамма ВПГ-2.

реактивностью. Раннее выявление субконсенсусных 
мутаций, способствующих развитию лекарственной 
устойчивости, может позволить в будущем коррект-
но разработать антивирусную терапию. Например, 
показано преимущество HTS по сравнению с секве-
нированием по Сэнгеру для выявления устойчивых 
к ацикловиру мутантов среди изолятов ВПГ-1, выде-
ленных от пациентов после пересадки гемопоэтиче-
ских стволовых клеток [17].

Мутации в гене ТК на субконсенсусном уровне 
можно выявить с помощью HTS примерно на 1 нед 
раньше, чем они достигнут консенсусного уровня 
(когда их можно выявить методом Сэнгера). Извест-
но, что вирусный генотип, обладающий лекарствен-
ной устойчивостью и присутствующий в популяции 
в малом количестве, может быстро стать превалиру-
ющим при подходящих факторах селекции. В недав-
но проведённом исследовании метагеномный анализ 
образцов сыворотки крови от пациентов с тяжёлой 
печёночной недостаточностью позволил идентифи-
цировать лекарственно-устойчивые варианты ВПГ-1 
наряду с вирусами гепатита А и В [18]. HTS также 
успешно применяют для изучения лекарственной 
устойчивости цитомегаловируса и вируса варицелла- 
зостер [19, 20].

Помимо точечных мутаций, гомологичная реком-
бинация между геномами разных штаммов ВПГ яв-
ляется сильным фактором эволюции. Рекомбинация 
между аттенуированными изолятами ВПГ может 
приводить к появлению высоковирулентных вариан-
тов как в натуральных, так и в лабораторных услови-
ях [21–26]. HTS предоставляет лучшие возможности 
для изучения рекомбинации ВПГ и других вирусов 
данного семейства [27].

Обнаружение генов, связанных с вирулентностью
С появлением HTS сопоставление фенотипов и ге-

нотипов вирусных вариантов претерпело значитель-
ные изменения. Сформировалось направление «ге-
нетика вперёд» (forward genetics), имеющее целью 
поиск геномов, определяющих выраженные феноти-
пические вариации [24, 28, 29]. 

Ценность описываемых методов диагностики опре-
деляется и тем фактом, что клинические проявления 
простого герпеса у пациентов различаются и, следо-
вательно, их недостаточно для корректного диагноза.

На животных моделях показана корреляция генети-
ческой вариации между штаммами ВПГ-1 и вызывае-
мой ими патологией, включая реактивацию из латент-
ного состояния и тяжесть изъязвлений [15, 24, 26]. 
Корреляция между генетическими вариациями изо-
лятов ВПГ и различиями в тяжести заболевания дав-
но проявлялась в опытах на лабораторных животных 
с использованием культуральных вариантов вируса. 
Анализ полных последовательностей клинических 
изолятов ВПГ-1 показал, что 10 из 74 генов коррели-
ровали с тяжестью болезни глаз у мышей [24]. Одна-
ко о том, как изменчивость вируса коррелирует с ха-
рактером болезни при натуральной ВПГ-инфекции 
человека, известно мало. Для выявления клинически 
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Исследования полноразмерного генома изолятов 
ВПГ не менее важны при разработке диагностиче-
ских методов для клинических лабораторий. В на-
стоящее время большинство клинических лаборато-
рий используют ПЦР для обнаружения генома ВПГ. 
Однако замена нуклеотидов в участке связывания 
праймера или зонда приводит к неспособности этого 
высокочувствительного метода выявить конкретный 
вариант (изолят) ВПГ [35]. Набор полноразмерных 
геномов, полученный методом HTS, поможет иденти-
фицировать более консервативные регионы в геноме 
для создания праймеров, которые позволят повысить 
эффективность (чувствительность) ПЦР тест-систем.

Использование HTS для понимания передачи 
вируса простого герпеса

ВПГ-1 и -2 – наиболее широко распространённые 
представители семейства Herpesviridae [36]. Инфи-
цирование происходит при их выделении из слизи-
стых рта или гениталий вирусоносителя (донора). 
Изъязвления на эпителиальных поверхностях служат 
источником вируса в больших концентрациях, однако 
инфекционные вирионы могут выделяться и при от-
сутствии симптомов инфекции. Высокая контагиоз-
ность ВПГ затрудняет отслеживание передачи и рас-
пространения вируса. Клинически наиболее тяжёлой 
является передача ВПГ новорождённым и ВИЧ-ин-
фицированным. Так, в США на 3200 родов прихо-
дится примерно один случай инфицирования ВПГ 
[3], поэтому неонатальный герпес является значимой 
причиной заболеваемости и смертности новорождён-
ных. Передача вируса происходит перинатально (во 
время родов) или постнатально (при контакте с мед-
персоналом или членами семьи). Понимание деталей 
различных путей передачи вируса и генетических 
особенностей, лежащих в её основе, определяет на-
правление клинического лечения и разработки стра-
тегии здравоохранения. По традиции доказательство 
передачи ВПГ базируется на данных метода полимор-
физма длины рестрикционных фрагментов (RFLP) 
или выборочного секвенирования по Сэнгеру [37]. 
Однако эти методы недостаточно чувствительные, 
так как не выявляют однонуклеотидные полиморфиз-
мы (SNP) и малые инсерции/делеции. Развитие HTS 
обеспечивает исследователей мощным инструментом 
для полномасштабного (всестороннего) изучения ге-
нетической вариабельности вирусной популяции, ко-
торая переносится от одного хозяина к другому [15].

При передаче вируса из всей популяции организ-
ма донора реципиенту передаётся лимитированное 
число вирионов. Для ряда РНК-вирусов эксперимен-
тально доказано, что от донора реципиенту передаёт-
ся генетически относительно гомогенная популяция 
вируса, которая в новом организме даёт генетическое 
разнообразие de novo [38]. Таким образом, гетероген-
ность вируса между хозяевами увеличивается. О ге-
нетическом разнообразии ВПГ при передаче от че-
ловека к человеку известно очень мало. Для цитоме-
галовируса человека доказано, что от матери плоду 
передаются десятки и даже сотни вирусных частиц 

[10]. Поэтому похоже, что ДНК-вирусы сохраняют 
генетическую гетерогенность при передаче другому 
организму. Однако параллели с другими ДНК-виру-
сами следует проводить с осторожностью. 

Практические замечания по высокопродуктивно-
му секвенированию вируса простого герпеса

Содержание G+C в уникальных регионах генома 
ВПГ составляет около 68% [4]. В повторяющихся 
регионах генома эта цифра может достигать поряд-
ка 90%. Сборка этих последовательностей после HTS 
представляется проблематичной, поскольку многие 
платформы секвенирования делают большое число 
ошибок в данных участках ДНК [39].

HTS генома ВПГ можно проводить в зависимости 
от конкретной поставленной задачи клинического 
или научного исследования. Можно провести пол-
ногеномное секвенирование определённых регио-
нов, соответствующих ампликонам. Полногеномное 
секвенирование позволяет конструировать полный ге-
ном вируса, что предпочтительно для идентификации 
вариабельных регионов и филогенетического анализа 
данного изолята вируса относительно полных после-
довательностей геномов различных штаммов [9, 15]. 
В то же время полногеномное секвенирование требу-
ет большего числа прочтений последовательностей 
от каждого штамма вируса для реконструкции полно-
го генома, что лимитирует число изолятов, которые 
можно секвенировать за один заход.

Для секвенирования отдельных ампликонов, на-
против, используют определённые регионы генома. 
Например, можно подобрать праймеры для ампли-
фикации гена полимеразы (UL30) и гена ТК (UL23) 
из большого числа штаммов ВПГ за один заход. Так-
же секвенирование ампликонов информативно при 
типировании большого числа изолятов. Если интере-
сующие регионы в геноме ВПГ неизвестны, можно 
применять полногеномное секвенирование для иден-
тификации наиболее вариабельных локусов, а затем 
эту информацию использовать для разработки тестов 
адресного генотипирования [34].

Следует учитывать, что ранние версии HTS для ВПГ 
были отработаны на лабораторных штаммах, адапти-
рованных к культуре клеток и прошедших много се-
рийных пассажей. Применение HTS в клинических 
исследованиях вызвало развитие подходов, позволяю-
щих проводить HTS прямо из клинических образцов, 
без выделения вируса в культуре клеток. Клиниче-
ские образцы ВПГ часто собирают с помощью тампо-
нов. Такие образцы легко собирать и хранить в тече-
ние долгого периода, но в них мало вирусных геномов 
и они часто контаминированы ДНК хозяина. Данный 
факт привёл к развитию методов обогащения, ког-
да амплификация вирусной ДНК проводится прямо 
из образца, одновременно уменьшая количество ДНК 
хозяина [30, 40]. Этот подход основан на использова-
нии коротких ДНК-зондов (олигонуклеотидов), ком-
плементарных геному ВПГ. Зонд соединён с меткой, 
которая обеспечивает иммобилизацию в суспензии 
с последующим отделением вирусной нуклеиновой 
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кислоты, связанной этими олигонуклеотидными зон-
дами. Выделенная вирусная ДНК проходит несколько 
циклов ПЦР, очистку и создание сиквенс-библиотеки. 
Высокая надёжность данного метода была показана 
при реконструкции генома ВПГ из клинических об-
разцов [30].

В отличие от амплификации с использованием 
олигонуклеотидов, которая нацелена на нуклеино-
вую кислоту интересующего патогена, существуют 
коммерческие наборы, позволяющие амплифици-
ровать все типы ДНК в данном образце. Этот метод 
называется полногеномной амплификацией (WGA). 
Повышая количество ДНК как вируса, так и хозя-
ина в данном образце, WGA повышает вероятность 
обнаружения и секвенирования ДНК патогена. Так, 
в метагеномном исследовании цереброспинальной 
жидкости, взятой от пациентов с подозрением на ви-
русный менингоэнцефалит, с помощью WGA были 
успешно выявлены ВПГ-1 и -2 как этиологические 
агенты [41]. В данном исследовании была использо-
вана коммерческая система WGA4 производства ком-
пании Sigma-Aldrich (США).

Заключение
ВПГ-1 и -2 – широко распространены и чрезвы-

чайно опасны для здоровья человека. Своевременная 
и точная диагностика простого герпеса актуальна как 
для взрослых, так и для детей. В настоящее время 
методы диагностики ВПГ значительно усовершен-
ствованы. Если раньше основным подходом было 
выделение вируса в культуре клеток с последующим 
выявлением вирусного антигена, то теперь методы 
диагностики основаны на ПЦР. Несмотря на прогресс 
диагностика ВПГ-инфекции проблематична, когда 
этиология заболевания неясна. Генетическая основа 
вирулентности ВПГ остаётся малопонятной. Также 
почти неизвестна эволюция ВПГ на фоне интенсив-
ной антивирусной терапии. Глубокое понимание от-
меченных аспектов необходимо для эффективного 
клинического контроля ВПГ-инфекции.

HTS признано высокоэффективным подходом в ре-
шении трудных задач. Пожалуй, наиболее важным 
в применении HTS при ВПГ-инфекции является по-
нимание возникающей лекарственной устойчивости. 
Этот метод позволил клиницистам не только доку-
ментировать мутации, приводящие к лекарственной 
устойчивости, но также оценить скорость и частоту 
их возникновения в том или ином организме [17]. 
Данным методом ВПГ идентифицирован как этиоло-
гический агент при энцефалите и некоторых атипич-
ных клинических проявлениях, например, болезни 
печени [18]. Ещё HTS использовали для установле-
ния передачи ВПГ как на индивидуальном, так и на 
популяционном уровне [15, 34]. Эти исследования 
позволили по-новому взглянуть на передачу генова-
рианта вируса между индивидами и на эпидемиоло-
гию в целом. Оценка генетических вариаций в ходе 
секвенирования изолятов ВПГ выявила потенциаль-
ные факторы, обусловливающие неэффективность 
ранних анти-ВПГ вакцин и помогла сформулировать 

стратегии их разработки [9, 34]. Сравнение геномов 
ВПГ также способствует идентификации участков 
генома, которые могут определять вирулентность 
[24, 30]. В то же время HTS геномов пациентов с тя-
жёлой формой ВПГ-инфекции позволяет выявлять 
гены и их участки в геноме, которые могут обуслов-
ливать тяжёлое течение болезни у людей [28].

Таким образом, вклад HTS в лучшее понимание 
патогенеза ВПГ и в усовершенствование методов 
диагностики трудно переоценить. Поэтому следует 
понимать практические рекомендации по секвениро-
ванию и сборке генома ВПГ. Частота GC-оснований 
в геноме ВПГ мешает безошибочному секвенирова-
нию и сборке генома с использованием стандартных 
сиквенс-платформ. Следовательно, необходим биоин-
форматический подход для корректной интерпретации 
данных секвенирования и конструирования полнораз-
мерных геномов [40, 42–46]. Дороговизна метода HTS 
является главным препятствием для его повседневного 
использования в клинических лабораториях. Для таких 
лабораторий рентабельным может быть мультиплекс-
ное секвенирование образцов, обогащённых ДНК ВПГ 
с использованием олигонуклеотидов.
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