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появление различных геновариантов вируса SARS-CoV-2, характеризующихся более высокой, по сравнению с 
исходными вариантами, способностью к распространению и более тяжелыми клиническими проявлениями, тре-
бует проведения молекулярно-генетического мониторинга штаммов, циркулирующих на территории российской 
Федерации. цель исследования – выявление геновариантов VOC SARS-CoV-2 на территории республик 
башкортостан, татарстан, удмуртия и самарской, пензенской, саратовской, ульяновской, оренбургской 
областей. материалы и методы. выявление геновариантов и определение типа мутаций осуществляли методом 
секвенирования фрагментов по сэнгеру. результаты и обсуждение. в работе исследовали 298 проб клинического 
материала, полученных из центров гигиены и эпидемиологии в республиках башкортостан, татарстан, удмуртия, 
самарской, пензенской, саратовской, ульяновской, оренбургской областях. в 17 % случаев наблюдали вариа-
бельность вируса SARS-CoV-2 по одному или нескольким маркерам: в трех пробах выявлен новый коронавирус 
линии в.1.1.7 «британский»; в ряде случаев у обнаруженного в пробах вируса детектировали наличие только 
одной мутации – делеции Y144 или замены D138Y, E484K, N501Y, крайне редко двух мутаций – делеции Y144 
и замены E484K. показано наличие в 10 % случаев у детектированных SARS-CoV-2 делеции L141-G142-V143, 
локализованной в рецидивирующем делеционном регионе S-гена RDR2. получены данные, указывающие на 
гетерогенность в макроорганизме популяции нового коронавируса с делецией L141-G142-V143, которая приводит 
к изменению антигенной структуры вируса, что, вероятно, позволяет ему уклоняться от иммунного ответа.

Ключевые слова: геноварианты, SARS-CoV-2, фрагментное секвенирование по сэнгеру, генетический поли-
морфизм.
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Abstract. Emergence of various genovariants of the SARS-CoV-2 virus, which are characterized by a higher ability 
to spread and a more severe clinical manifestations compared to the initial variants, require molecular-genetic monitoring 
of strains circulating in the Russian Federation. The aim of the work was to identify the VOC SARS-CoV-2 genovari-
ants in the territory of the Republics of Bashkortostan, Tatarstan, Udmurtia, and Samara, Penza, Saratov, Ulyanovsk, 
and Orenburg Regions. Materials and methods. The identification of genovariants and the determination of the type 
of mutations was carried out by the Sanger fragment sequencing method. Results and discussion. The study exam-
ined 298 samples of clinical material obtained from the Centers for Hygiene and Epidemiology in the Republics of 
Bashkortostan, Tatarstan, Udmurtia, Samara, Penza, Saratov, Ulyanovsk, and Orenburg Regions. In 17 % of cases, the 
variability of the SARS-CoV-2 virus was observed for one or more markers: in three samples, a new coronavirus of 
the B. 1.1.7 line (“British”) was detected; in a number of cases, only one mutation was detected in the virus found in 
samples – deletion Y144 or substitution D138Y, E484K, N501Y, and very rarely two mutations – deletion Y144 and 
substitution E484K. The presence of the L141-G142-V143 deletion localized in the recurrent deletion region RDR2 of 
the S-gene was shown in 10 % of the cases. The data obtained indicate the heterogeneity in macroorganism of the popula-
tion of the new coronavirus with the deletion L141-G142-V143, which leads to a change in the antigenic structure of the 
virus, which probably allows the virus to evade the immune response.
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секвенирование генома вируса SARS-CoV-2 
из клинических образцов является важным эпиде-
миологическим инструментом для мониторинга 
пандемии COVID-19 (в том числе для выявления 
новых мутаций в генах, ассоциированных с виру-
лентностью, инвазивностью и антигенностью) и 
последующего адекватного воздействия на новые 
геноварианты. к середине 2020 г. было отмечено 
глобальное распространение геновариантов вируса 
SARS-CoV-2, имеющих мутации D614G (ген S) и 
P314L (ген ORF1b), определяющие ускорение про-
цесса связывания вируса с клеткой хозяина и про-
никновения в нее [1, 2]. данные замены оказались 
устойчивыми, и, по всей вероятности, дальнейшая 
эволюция генома нового коронавируса будет разви-
ваться на основе геновариантов вируса, содержащих 
эту пару единичных мутаций [3]. 

в конце 2020 г. появились геноварианты 
SARS-CoV-2, вызывающие, по определению воз, 
озабоченность (VOC SARS-CoV-2). как известно, 
любые вирусы легко и быстро мутируют. при этом 
изменяется их вирулентность и отчасти антигенная 
структура, что затрудняет их диагностику и лече-
ние. мутабельность вируса SARS-CoV-2 ниже, чем 
у других вирусов, вызывающих острые респиратор-
ные заболевания, тем не менее накоплены много-
численные сведения о мутациях, изменяющих ха-
рактер течения заболевания. предполагается, что 
данные геноварианты обладают более высокой, по 
сравнению с исходными вариантами, способностью 
к распространению и вызывают более тяжелые кли-
нические проявления. одним из первых, описан-
ных в 2020 г. VOC SARS-CoV-2, был геновариант, 
выявленный в великобритании (202012/01, линия 
в.1.1.7) [4]. позднее, в начале 2021 г., к нему доба-
вился вариант 501Y.V2, линии B.1.351 «Юар», и 
вариант р.1, линии B.1.1.28 «бразилия». в перспек-
тиве еще две линии могут быть добавлены к вари-
антам SARS-CoV-2, вызывающим озабоченность: 
CAL.20C/L452R (линия B.1.429/в.1.427 «сШа») и 
линия в.1.525 «нигерия». 

в связи с этим представляется актуальным моле-
кулярно-генетический мониторинг геновариантов 
VOC SARS-CoV-2 на территории федеральных окру-
гов российской Федерации. выполнение таких иссле-
дований организовано в противочумных институтах 
и других научно-исследовательских учреждениях и 
государственных научных центрах рос потребнадзора 
в рамках выполнения поручения роспотребнадзора 
от 21.01.2021 № 02/1060-2021-27 «о проведении 

секвенирования» и приказа роспотребнадзора от 
19.02.2021 № 56 «о совершенствовании молекулярно-
генетического мониторинга штаммов возбудителя 
новой коронавирусной инфекции». 

цель исследования – выявление генова-
риантов VOC SARS-CoV-2 на территории рес-
публик башкортостан, татарстан, удмуртия и 
самарской, пензенской, саратовской, ульяновской, 
оренбургской областей методом секвенирования 
фрагментов по сэнгеру.

материалы и методы

в работе исследовали пробы клинического мате-
риала, полученные из центров гигиены и эпидемио-
логии (Фбуз цгиэ) в республиках башкортостан, 
татарстан, удмуртия и самарской, пензенской, 
саратовской, ульяновской, оренбургской областях. 
выделение рнк осуществляли методом нуклеопре-
ципитации с помощью набора реагентов «рибо-преп» 
(цнииэ, россия) в соответствии с инструкцией к 
препарату. обратную транскрипцию проводили с 
применением набора реагентов «реверта» (цнииэ, 
россия), используя рекомендации производителя. 
выявление рнк нового коронавируса осуществляли 
с использованием набора реагентов «вектор-пцррв-
2019-nCoV-RG» (гнц вб «вектор», россия) в соот-
ветствии с инструкцией к препарату. 

для дифференциации геновариантов VOC виру-
са SARS-CoV-2 определяли наличие двух делеций: 
HV 69-70 (21765-21770) и Y144 (21991-21993), и пяти 
замен: D80A (а21801с), D138Y (G21974T), E484K 
(G23012а), N501Y (A23063T), A570D (C23271A). 
нумерация нуклеотидных остатков приведена от-
носительно нуклеотидной последовательности 
референс-штамма hCoV-19/Wuhan/WIV04/2019 
(EPI_ISL_402124). для выявления указанных му-
таций осуществляли амплификацию фрагментов 
nCoV-2019_72, nCoV-2019_76, nCoV-2019_77 с по-
мощью праймеров, аннотированных в протоколе 
ARTIC v.3, и определение их нуклеотидной последо-
вательности по сэнгеру.

для проведения пцр использовали следующие 
праймеры: 
nCoV-2019_72_LEFT 5’-acacgtggtgtttattaccctgac-3’,  
nCoV-2019_72_RIGHT 5’-actctgaactcactttccatccaac-3’, 
nCoV-2019_76_LEFT 5’-agggcaaactggaaagattgct-3’, 
nCoV-2019_76_RIGHT 5’-acacctgtgcctgttaaaccat-3’, 
nCoV-2019_77_LEFT 5’-ccagcaactgtttgtggaccta-3’, 
nCoV-2019_77_RIGHT 5’-cagcccctattaaacagcctgc-3’.  
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реакцию амплификации осуществляли с приме-
нением фермента SynTaq днк-полимеразы с инги-
бирующими активность фермента антителами; пцр-
буфера-б для Taq днк-полимеразы; смеси dNTP: кон-
центрация каждого нуклеотида 25 ммоль; раствора 
хлорида магния в концентрации 25 ммоль производ-
ства ооо «синтол» (россия). в состав реакционной 
смеси входили праймеры в концентрации 12 пмоль 
каждый, днтФ – 0,2 ммоль, ионы Mg2+ – 1,8 ммоль, 
ферменты – 2 ед. амплификацию осуществляли 
на амплификаторе Mastercycler nexus (Eppendorf, 
германия) по программе 95 °с – 5 мин; 10 циклов 
95 °с – 60 с, 62 °с – 60 с, 72 °с – 60 с; 30 циклов 
95 °с – 30 с, 60 °с – 30 с, 72 °с – 30 с; 72 °с – 5 мин.

в случае исследования проб, в которых выяв-
лена рнк нового коронавируса в низкой концен-
трации (Ct > 24), проводили дополнительно пре-
амплификацию данных образцов с использованием 
мастер-микса SsoAdvanced PreAmp для преампли-
фикации («биорад», сШа). работу осуществля-
ли в соответствии с рекомендациями производи-
теля, используя праймеры nCoV-2019_72_LEFT,  
nCoV-2019_72_RIGHT, nCoV-2019_76_LEFT и 
nCoV-2019_77_RIGHT в концентрации 8 пмоль 
каждый, количество кднк – 10 мкл. полученный 
преамплификат разводили те-буфером в соотно-
шении 1:4 и использовали для постановки пцр с 
ферментом SynTaq днк-полимеразы, как указано 
выше. 

выявление амплифицированных фрагментов 
осуществляли с помощью электрофореза в 2 % ага-
розном геле, содержащем 0,5 мкг/мл этидия бромида. 
электрофорез проводили в 1×тае-буфере (0,04 м 

трис-ацетат, 0,002 м эдта) в присутствии этидия 
бромида при градиенте напряжения 8 в/см в тече-
ние 30–40 минут. результаты учитывали с исполь-
зованием гель-документирующей системы VersaDoc 
(«биорад», сШа).

очистку ампликонов осуществляли фермента-
тивным способом с использованием экзонуклеазы I 
(20 ед./мкл) и щелочной фосфатазы термочувстви-
тельной, FastAP™(SAP, 1 ед./мкл). работу выполня-
ли в соответствии с рекомендациями производителя. 
получение меченых ампликонов проводили с ис-
пользованием набора BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
(Thermo FS, сШа), как указано в инструкции к пре-
парату. секвенирование полученных фрагментов 
днк выполняли на генетическом анализаторе ABI 
3500xL (Applied Biosystems, сШа), для выравни-
вания и анализа полученных последовательностей 
применяли программу MEGA 7.0.

результаты и обсуждение

всего в работе исследовано 311 проб клиниче-
ского материала, содержащих SARS-CoV-2, забор 
которых осуществлялся в январе – марте 2021 г. на 
территории приволжского феде рального округа 
российской Федерации. в 13 слу чаях осуществить 
анализ не представлялось возможным вследствие 
деградации молекул рнк. результаты обнаружения 
мутаций в выявленных пробах SARS-CoV-2 пред-
ставлены в таблице.

вариабельность коронавируса по одному 
или нескольким указанным маркерам наблюда-
лась в 51 пробе (17 %). в двух пробах, забор ко-

результаты молекулярно-генетического мониторинга проб клинического материала на наличие геновариантов нового коронавируса
Results of molecular-genetic monitoring of clinical material samples for the presence of novel coronavirus genovariants

субъект
Constituent entity

количество  
исследованных 

проб (валидные)
Number  

of samples  
examined (eligible)

количество проб, содержащих SARS-CoV-2, в геноме которого выявлены
The number of samples containing SARS-CoV-2, in which the genome was detected

делеция  
HV 69-70
deletion  

HV 69-70

делеция  
Y144

deletion  
Y144

замена  
D80A

substitution 
D80A

замена  
D138Y

substitution 
D138Y

замена  
E484K

substitution 
E484K

замена  
N501Y

substitution 
N501Y

замена  
A570D

substitution 
A570D

саратовская область
Saratov Region 69 2 4 0 9 0 2 2

самарская область
Samara Region 38 0 0 0 8 0 0 0

ульяновская область
Ulyanovsk region 55 0 0 0 4 4 0 0

пензенская область
Penza Region 7 0 0 0 3 0 0 0

оренбургская область
Orenburg Region 11 0 0 0 0 0 0 0

республика татарстан 
Republic of Tatarstan 53 0 1 0 9 1 2 0

республика башкортостан 
Republic  of Bashkortostan 51 1 1 0 2 1 1 1

республика удмуртия 
Republic of Udmurtia 14 0 0 0 2 0 0 0

Всего:
Total: 298 3 6 0 28 6 5 3
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торых осуществлялся в саратовской области 
(г. энгельс, г. саратов), а также в одной пробе из 
республики башкортостан выявлен геновариант 
VOC SARS-CoV-2 линии в.1.1.7 «британский» по 
наличию делеций HV 69-70 и Y144, замен N501Y 
и A570D. одна из этих делеций – Y144 (21991-
21993) – обнаружена у вирусов, выявленных в двух 
пробах, полученных на территории саратовской 
области, и в одной – в республике татарстан. в по-
следнем случае делеция была сопряжена с амино-
кислотной заменой E484K.

наиболее многочисленными были находки у 
обнаруженных в исследуемых пробах SARS-CoV-2 
единичных нуклеотидных замен D138Y (G21974T) – 
в 28 случаях (9,4 %). при этом процент выявления 
данного полиморфизма колебался от 4 до 43 % в за-
висимости от территории, где проводился забор мате-
риала. однако для подтверждения территориальной 
зависимости необходимо увеличить число исследуе-
мых проб, особенно на территориях, где мониторинг 
начался позднее (пензенская и оренбургская обла-
сти, республика удмуртия). 

ни в одной из исследованных проб, содержащих 
новый коронавирус, не обнаружена замена D80A 
(а21801с). в шести случаях у выявленного нового 
коронавируса отмечена замена E484K (G23012а), 
в двух – только N501Y (A23063T) (республика 
татарстан).

хотелось бы отметить, что нами в ряде случаев 
выявлено наличие у детектируемых SARS-CoV-2 де-
леции размером 9 п.н. (L141-G142-V143) (в среднем 
10 %). такой геновариант вируса обнаружен в мате-
риале, забор которого был осуществлен: в республике 
башкортостан – 1 из 51 (2 %), оренбургской области – 
1 из 11 (9 %), саратовской области – 3 из 69 (5 %), 
пензенской области – 2 из 7 (29 %), ульяновской об-
ласти – 7 из 55 (13 %), самарской области – 16 из 
38 (42 %). причины превалирования в самарской 
области проб, содержащих новый короновирус с де-
лецией L141-G142-V143, пока не ясны. требуется 
углубленное изучение S-гена данного геноварианта, 
выявленного в самарской области, в совокупности с 
анализом клинической картины заболевания. 

Штаммы SаRS-CoV-2, несущие делецию 
L141-G142-V143, депонированы в базу дан-
ных GenBank NCBI еще в 2020 г. однако их ко-
личество было незначительным: MT772253.1 
(индия), LR883882.1 (нидерланды), MT968055.1 и 
MW635141.1 (сШа). в то же время в январе – марте 
2021 г. на основании анализа последовательностей 
вирусов, представленных в GenBank NCBI, выявле-
ние таких геновариантов значительно увеличилось – 
более 70 случаев. находки по GenBank NCBI нового 
геноварианта SARS-CoV-2 отмечены в различных 
штатах сШа. для более полного представления о 
распространенности этого генотипа коронавируса 
необходимо расширить спектр изучаемых последо-
вательностей вируса с привлечением генетической 
базы данных GISAID.

делеция L141-G142-V143 локализуется в ре-
цидивирующем делеционном регионе S-гена RDR2 
(от англ. recurrent deletion region) нового коронави-
руса, описанном K.R. McCarthy et al. [5] на основа-
нии анализа собственных данных и нуклеотидных 
последовательностей, аннотированных в базе дан-
ных GISAID. авторы показали наличие четырех 
таких областей в структуре S-гена, при этом деле-
ция HV 69-70 расположена в RDR1, Y144 – в RDR2. 
делеции в RDR 1 и 3 не изменяли антигенную актив-
ность S белка и не влияли на его связывание с анти-
телами 4а8, а три делеции в RDR2 и одна делеция 
в RDR4 нарушали антигенную активность S белка 
и полностью исключали его связывание с антитела-
ми 4а8. мутации в RDR2 области помогают вирусу 
уклоняться от иммунного ответа макроорганизма.

нами проведен анализ гомологии фрагмента 
S-гена SARS-CoV-2, содержащего делеции в области 
RDR2, выявленные в данной работе и в представлен-
ных в базе данных GenBank NCBI (рисунок).

из представленных на рисунке данных видно, что 
размеры делеций в RDR2 области S-гена SARS-CoV-2 
варьируют от 3 до 15 п.н., при этом у одного штамма 
вируса может наблюдаться несколько делеций, че-
редующихся с гомологичной последовательностью. 
часть представленных мутаций захватывает делецию 
Y144 совместно с другими расположенными рядом 
аминокислотами, а другая часть – только аминокис-
лоты, граничащие с Y144 и р139. для полной картины 
вариабельности RDR2 области S-гена SARS-CoV-2 
необходимо продолжить анализ с привлечением ну-
клеотидных последовательностей нового коронави-
руса, представленных в базе данных GISAID.

с целью оценки гетрогенности популяции 
нового коронавируса, содержащего выявленную 
делецию L141-G142-V143, нами подобраны оли-
гонуклеотидные праймеры так, чтобы один из 
них располагался в области делеции: 72S-9 f – 
5’TACTAAGAGGTTTGATAACCC-3' и 72S-9 r – 
5’TTTGTGGTAATAAACACCC-3'. амплификацию 
с данными праймерами осуществляли так же, 
как при использовании праймеров nCoV-2019 72, 
nCoV-2019 76, nCoV-2019 77.

установлено, что в четырех случаях при иссле-
довании проб, содержащих SARS-CoV-2 с делецией 
L141-G142-V143, наблюдалось образование фраг-
мента размером 217 п.н., специфичного для вируса 
без данной делеции. в остальных пробах форми-
рование ампликонов такого размера не отмечено. 
полученные результаты указывают на большую ве-
роятность гетерогенности популяции нового корона-
вируса, состоящую из исходных и мутантных вари-
антов, при циркуляции в одном макроорганизме. для 
более детального изучения возможной гетерогенно-
сти представляется перспективным амплификация 
RDR2 области S-гена SARS-CoV-2 с указанной де-
лецией при исследовании проб, в которых отмечены 
оба варианта вируса, с последующим клонировани-
ем полученных фрагментов и их изучением.



Проблемы особо опасных инфекций. 2021; 1          ОРигинальнЫе статьи

126

таким образом, нами получены первые ре-
зультаты по мониторингу геновариантов VOC 
SARS-CoV-2 на территории приволжского феде-
рального округа российской Федерации. в трех 
пробах выявлен новый коронавирус линии в.1.1.7 
«британский», в ряде случаев у обнаруженного 
в пробах вируса детектировалось наличие толь-
ко одной делеции Y144 или замен D138Y, E484K, 
N501Y, крайне редко двух типов мутаций: делеция 
Y144 и замена E484K. в 10 % случаев у исследо-
ванных вирусов SARS-CoV-2 выявлена делеция 
L141-G142-V143, локализованная в рецидивирую-
щем делеционном регионе RDR2 S-гена. самая 
высокая частота встречаемости этого геновари-
анта характерна для изолятов из самарской обла-
сти. кроме того, получены данные, указывающие 
на возможность гетерогенности популяции вируса 
с такой делецией в макроорганизме. так как деле-
ция расположена в RDR2 области S-гена, мутации 
в которой приводят к изменению антигенной актив-
ности, гетерогенность популяции в данном случае, 
вероятно, отражает процесс образования штаммов 
с измененной антигенной структурой, уклоняю-
щихся от иммунного ответа, способных к распро-
странению в популяции реконвалесцентов.
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