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ВВЕДЕНИЕ
Острые кишечные инфекции (ОКИ) продол-

жают оставаться одной из  наиболее серьезных 
проблем здравоохранения из-за их  широкой 
распространенности и  наносимого социаль-
но-экономического ущерба. В  последние годы 
в мире возрос интерес к саповирусам, которым 
в  России не  уделяется достаточного внима-
ния. Развитие молекулярных методов индика-
ции возбудителей инфекционных заболеваний, 
в  первую очередь полимеразной цепной реак-
ции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР), поз-
волило установить важную роль саповирусов 
в  этиологии ОКИ как среди детей, так и  среди 
взрослых. В связи с этим целью данного обзора 
явилось освещение информации о современных 
молекулярно-генетических методах, с помощью 
которых можно обнаружить и  генотипировать 
саповирусы человека.

ОТКРЫТИЕ САПОВИРУСОВ ЧЕЛОВЕКА, 
ИХ ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ 

И РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ

Саповирусы впервые выявлены в  1977  г. 
в образцах фекалий детей в возрасте до 2 лет во 

время вспышки гастроэнтерита в  детском доме 
в г. Саппоро (Япония) с помощью электронной 
микроскопии. Свое название новые вирусы по-
лучили по месту их первоначальной идентифи-
кации (Chiba et  al., 1979; Kogasaka et  al., 1981). 
Эти вирусы имели характерную морфологию 
в  виде звезды Давида, визуально были сходны 
с открытыми ранее норовирусами (рис. 1) и за-
метно отличались от  других вирусов, выявляе-
мых при электронной микроскопии в фекалиях 
пациентов с острым гастроэнтеритом (ОГЭ), — 
ротавирусов, аденовирусов, энтеровирусов. 
В течение последующих 5 лет в этом же детском 
доме саповирусы вызвали еще три вспышки 
ОГЭ. Штамм, выделенный в 1982 г., — Hu/SaV/
Sapporo/1982/JPN  — стал прототипным штам-
мом (Sapporovirus) группы SLV3 (Sapporo-like, 
Саппороподобные вирусы) (Chiba et  al., 2000). 
В 2002 г. Международным комитетом по таксо-
номии представители данной группы вирусов 
выделены в  отдельный род Sapovirus семейства 
Caliciviridae (Nakanishi et  al., 2011). Саповиру-
сы  — безоболочечные вирусы, капсид которых 
имеет диаметр 27–40 нм, икосаэдрическую сим-
метрию (Т = 3) и состоит из 90 димеров (180 мо-
лекул) капсидного белка VP1 (Vinjé et al., 2019).
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Саповирус (род Sapovirus, семейство Caliciviridae), наряду с норовирусом, признается важной при-
чиной острой кишечной инфекции человека. Штаммы саповирусов человека демонстрируют зна-
чительное генетическое разнообразие. В настоящее время показано существование 18 генотипов, 
объединенных в  четыре геногруппы (GI, GII, GIV, GV). Для обнаружения саповирусов в  кли-
нических образцах широко используются методы ПЦР с  обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) 
из-за их высокой чувствительности и широкой реактивности. Для дальнейшей характеристики 
выявленных саповирусов проводят генотипирование, которое является основой для построения 
системы классификации саповирусов человека. Цель данного обзора — освещение современных 
методов обнаружения и генотипирования саповирусов, основанных на ОТ-ПЦР и секвенирова-
нии вирусного генома.
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Геном саповируса человека представляет со-
бой одноцепочечную молекулу РНК позитивной 
полярности размером от 7.4 до 7.5 тыс. нуклео-
тидных оснований, 5′-конец которой связан 
с  белком VPg, а  3′-конец имеет поли(А)-тракт. 
Геномная последовательность имеет две откры-
тые рамки считывания ORFs (open reading 
frames). ORF1 кодирует 7 неструктурных белков 
(NS1-NS2-NS3-NS4-NS5-NS6 и NS7) или RdRp 
(RNA-dependent RNA-polymerase) и  главный 
капсидный белок (VP1), а  ORF2 кодирует вто-
ростепенный капсидный белок VP2 (Oka et  al., 
2015). На  основании нуклеотидных последова-
тельностей, кодирующих VP1, саповирусы че-
ловека подразделяют на четыре геногруппы: GI, 
GII, GIV и GV. В настоящее время геногруппы 
GI, GII и GV включают семь, восемь и два гено-
типа соответственно — GI.1–GI.7, GII.1–GII.8, 
GV.1–GV.2, геногруппа GIV содержит один ге-
нотип — GIV.1 (Oka et al., 2019). Причем сапо-
вирусы геногрупп GII и  GIV выявлены только 
у человека, а геногрупп GI и GV обнаружены как 
у человека, так и у некоторых видов животных. 
Саповирусы геногрупп GIII и GV–GXI выявле-
ны у свиней (Scheuer et al., 2013), GV — у мор-
ских львов (Li et al., 2011), GXII — у норок (Birch 
et  al., 2021), GXIII  — у  собак (Stamelou et  al., 
2022), GXIV, GXVI–GXIX  — у  летучих мышей 
(Yinda et  al., 2017), GXV  — у  крыс (Firth et  al., 
2014) и GI — у шимпанзе (Mombo et al., 2014).

В течение нескольких десятилетий после 
открытия саповирусов и до начала 2000-х гг. для 
диагностики саповирусной инфекции применя-
лись электронная микроскопия (ЭМ), обладаю-
щая относительно низкой чувствительностью, 
и иммуноферментный анализ (ИФА), имеющий 
существенные ограничения в  связи с  антиген-
ным разнообразием саповирусов и  отсутствием 
доступных тест-систем (Oka et  al., 2015). С  по-
явлением ОТ-ПЦР возможности индикации 

саповирусов существенно расширились. Так, 
сравнительное исследование (Pang et  al., 2014) 
показало, что методом ПЦР саповирусы выяв-
лены в  4.2% исследованных образцов фекалий 
больных с гастроэнтеритом, а методом ЭМ сапо-
вирус в данных образцах обнаружить не удалось. 
Чувствительность ИФА при выявлении сапови-
русов относительно однораундовой и  вложен-
ной ПЦР (Hansman et al., 2006) составляет толь-
ко 60 и 25% соответственно.

Разработка молекулярно-генетических ме-
тодов обнаружения саповирусов расширила 
возможности изучения их  распространенно-
сти, которая существенно недооценивалась, 
по сравнению с другими кишечными вирусами 
(Becker-Dreps et  al., 2020). По  оценкам (Сага-
лова, 2009), молекулярно-генетические мето-
ды, в сравнении с традиционно применяемыми 
в учреждениях практического здравоохранения, 
позволяют более чем в 2 раза повысить эффек-
тивность диагностики кишечных вирусных ин-
фекций у  взрослых при спорадических заболе-
ваниях и значительно улучшить этиологическую 
расшифровку вспышек (Сагалова, 2009).

Исследования с  использованием ОТ-ПЦР, 
проведенные в России в начале 2000-х гг., пока-
зали относительно низкую инфицированность 
саповирусами больных с  ОКИ. При изучении 
этиологии ОКИ у детей в московских инфекци-
онных стационарах в 2002–2004 гг. обнаружены 
(Подколзин и др., 2004) саповирусы у 10 из 2080 
обследованных больных (0.48% случаев). При 
обследовании (Сагалова и др., 2008) 753 больных 
ОГЭ в  возрасте  15–90 лет, госпитализирован-
ных в инфекционное отделение стационара при 
спорадической заболеваемости в  Челябинске, 
выявлены саповирусы у  семи больных (0.996% 
случаев). В наших исследованиях, проведенных 
в 2003–2007 и в 2008–2009 гг., саповирусы у де-
тей, госпитализированных с ОГЭ в Нижнем Нов-
городе, выявлены в единичных случаях — 3/2312 
и 3/839 соответственно (Епифанова и др., 2009; 
Луковникова и др., 2009). Вероятно, полученные 
результаты обусловили отсутствие в  последую-
щие годы интереса у российских исследователей 
к изучению циркуляции саповирусов.

Исследования, проводимые за  рубежом, по-
казывают широкую распространенность сапо-
вирусной инфекции среди населения планеты. 
В частности, в Финляндии в 2009–2011 гг. сапови-
русы обнаружены в  3.1% образцов стула (31/999) 
(Pitkänen et al., 2022), в Германии в 2008–2009 гг. — 
в 8.8% (30/342) и в 2008–2018 гг. — в 2.0% (112/5555) 
(Mann et  al., 2019), в Испании в 2010–2011 гг. — 
в  15.6% (417/2667) (Varela et  al., 2019) и  в 2018–
2020 гг. — в 8% (203/2545) (De Oliveira-Tozetto et al., 
2021), в Японии в 2009–2019 гг. — в 5.6% (318/5697) 

Рис.  1. Трансмиссионная электронная микрофотография 
частиц саповируса из клинических образцов. Масштабная 
шкала 100 нм. Источник: https://www.sciencedirect.com/
topics/agricultural-and-biological-sciences/sapporo-virus.

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sapporo-virus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sapporo-virus
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(Hoque et  al., 2022), в  Перу в  2007–2011  гг.  — 
в 11.5% (192/1669) (Sanchez et al., 2018), в Никара-
гуа в 2009–2010 гг. — 17% (57/330) (Bucardo et al., 
2014), в Буркина-Фасо в 2009–2010 гг. — в 18.0% 
(56/309) (Matussek et  al., 2015). По  наблюдениям 
во Вьетнаме, после внедрения вакцинации против 
ротавирусной инфекции и  снижения циркуля-
ции ротавирусов доли саповирусов и норовирусов 
в  этиологической структуре ОКИ имеют тенден-
цию к росту (Mai et al., 2023).

ВАРИАНТЫ ПЦР-МЕТОДИК ДЛЯ 
ВЫЯВЛЕНИЯ И ГЕНОТИПИРОВАНИЯ 

САПОВИРУСОВ
В связи с  этим представляется значимым 

рассмотреть развитие методических подходов 
к  выявлению и  генотипированию саповиру-
сов, основанных на  ПЦР и  секвенировании, 
для дальнейшего их  использования в  работе 
по изучению саповирусной инфекции в России 
на современном этапе.

Скрининг фекальных проб на  присутствие 
саповирусов человека может быть осуществлен 
с помощью обычной (однораундовой), вложен-
ной или гнездовой (двухраундовой) ОТ-ПЦР 
с  электрофоретической детекцией продуктов 
амплификации и  количественной ОТ-ПЦР 
(в режиме реального времени) (Oka et al., 2006; 
Okada et al., 2006; Mann et al., 2019; De Oliveira-
Tozetto et al., 2021; Pitkänen et al., 2022).

Однораундовую ПЦР применяли в ряде скри-
нинговых исследований на  наличие саповиру-
сов (Yan et al., 2003; Romani et al., 2012; Kumthip 
et  al., 2020; Zaki et  al., 2021). При этом, если 
в  одних исследованиях однораундовый анализ 
ограничивался электрофоретической детекцией 
продуктов амплификации (Yan et al., 2003; Zaki 
et al., 2021), то в других — продукты ПЦР из об-
разцов, положительных на РНК саповируса, да-
лее генотипировали с помощью секвенирования 
(Romani et al., 2012; Kumthip et al., 2020). Одно-
раундовую ОТ-ПЦР чаще проводят с использо-
ванием пары праймеров SLV5317 и SLV5749, на-
целенных на  фрагмент области гена вирусного 
капсида размером 434 н.о.

В ряде работ (Okada et  al., 2006; Mann et  al., 
2019; De Oliveira-Tozetto et al., 2021) использова-
на техника вложенной ОТ-ПЦР для обнаруже-
ния саповирусов.

Применение двухраундовой ПЦР позволяет 
увеличить чувствительность ПЦР, а также с по-
мощью специфичных в отношении геногруппы 
праймеров получить во втором раунде ампли-
коны различной длины и  таким образом осу-
ществить дифференциацию саповирусов на  ге-

ногруппы без последующего секвенирования 
ампликонов (Okada et al., 2006).

Однако, являясь более чувствительным 
и  специфичным методом, чем однораундовая 
ОТ-ПЦР, вложенная ОТ-ПЦР требует больше 
времени, и  при ее использовании присутствует 
риск контаминации (Oka et  al., 2006). Поэтому 
для обнаружения саповирусов чаще использу-
ют ОТ-ПЦР в  реальном времени (ПЦР-РВ)  — 
количественный метод, который отличается 
не только повышенной чувствительностью, но и 
быстротой исполнения (Oka et al., 2006), мини-
мизированным риском контаминации продук-
тами ПЦР и позволяет измерить относительную 
величину вирусной нагрузки по  числу циклов 
амплификации генетического материала. Из-
вестно, что генотипирование саповирусов более 
успешно при высокой вирусной нагрузке с  по-
роговым циклом Ct  <  30 (Sanchez et  al., 2018; 
Varela et al., 2019; Becker-Dreps et al., 2020).

В последние годы при выявлении саповиру-
сов исследователи сочетают ПЦР-РВ и  двух-
раундовую ОТ-ПЦР (Sanchez et  al., 2018; Mann 
et al., 2019; Su et al., 2023).

Для обнаружения саповирусов человека раз-
работано множество праймеров. Эти праймеры 
предназначены для амплификации частичной 
области RdRp, зоны соединения RdRp-VP1 или 
частичной области VP1. Из-за высокого генети-
ческого разнообразия саповирусов большинство 
анализов включают множественные или выро-
жденные праймеры (Oka et al., 2015).

Для первоначального выявления саповиру-
сов чаще всего применяют ОТ-ПЦР, нацелен-
ную на участок соединения генов, кодирующих 
РНК-зависимую РНК-полимеразу и капсидный 
белок. Это обусловлено тем, что участок RdRp-
VP1 является самым консервативным в  геноме 
саповирусов человека, и праймеры, направлен-
ные на  данный участок, позволяют выявлять 
широкий спектр генетически разнообразных 
штаммов саповирусов человека (Oka et al., 2015).

В 2006 г. разработана первая система ОТ-П-
ЦР в  реальном времени, которая могла обна-
руживать саповирусы человека всех геногрупп 
(Oka et al., 2006). Однако несколько штаммов са-
повируса (классифицированных как GI.2, GI.7, 
GII.7, GII.8 и GV.2) плохо выявлялись с помо-
щью этой системы. Чтобы преодолеть эти тех-
нические ограничения, авторы (Oka et al., 2019) 
позднее модифицировали праймеры и  зонды 
на  основе доступных нуклеотидных последо-
вательностей саповирусов 18 генотипов и  раз-
работали анализ ОТ-ПЦР в  реальном времени 
на  саповирусы человека с  широким спектром 
реактивности (табл. 1).

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de Oliveira-Tozetto S%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de Oliveira-Tozetto S%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yan+H&cauthor_id=14599677
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Romani S%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kumthip K%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zaki+MES&cauthor_id=34900224
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yan+H&cauthor_id=14599677
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zaki+MES&cauthor_id=34900224
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Romani S%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kumthip K%5BAuthor%5D


МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ В ОБНАРУЖЕНИИ 417

УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ  том 144  № 4  2024

Таблица 1. Праймеры и  зонды, использованные для разработанного анализа ОT-ПЦР в  реальном времени 
на саповирус человека (Oka et al., 2019)

Название Последовательность (5′–3′) (a) Направление
праймера (b) Положение

П
ра

йм
ер

ы

HuSaV-F1 GGCHCTYGCCACCTAYAAYG “+” 5079–5098 (d)

HuSaV-F2 GACCARGCHCTCGCYACCTAYGA “+” 5078–5100 (e)

HuSaV-F3 GCWRYKGCWTGYTAYAACAGC “+” 5121–5141 (f)

HuSaV-R CCYTCCATYTCAAACACTA “–” 5159–5177 (d)

Зо
нд

ы
 

(с
) HuSaV-TP-a FAM-CCNCCWATRWACCA-MGB-NFQ “–” 5101–5114 (d)

HuSaV-TP-b FAM-CCNCCWACRWACCA-MGB-NFQ “–” 5101–5114 (f)

Примечание: (а) — буквы в праймерах и зондах соответствуют нуклеотидам: H = A/C/T, Y = C/T, R = A/G, W = A/T, K = G/T, N = A/C/
G/Т; (b) — “+” — прямой; “−” — обратный; (с) – зонды помечены репортерным красителем FAM на 5′-конце и MGB-NFQ — на 3′-конце 
олигонуклеотида; (d) — положение нуклеотидов в полноразмерном геноме штамма GI.1 Manchester (X86560); (e) — положение нуклео-
тидов в полноразмерном геноме штамма GII.1 Bristol (AJ249939); (f) — положение нуклеотидов в полноразмерном геноме штамма GV.1 
Ehime475 (DQ366344).

Таблица 2. Праймеры для детекции саповирусов человека по участку RdRp 

Праймер Последовательность (5′–3′) Направление 
праймера

Позиции в
геноме

Номер 
регистрации

Р289 TGACAATGTAATCATCACCATA “–” 4663–4684 X86560
Р290 GATTACTCCAAGTGGGACTCCAC “+” 4354–4376 X86560

Sapp35 GCAGTGGGTTTGAGACCAAAG “–” 4740–4760 AB614356
Sapp36 GTTGCTGTTGGCATTAACA “+” 4273–4291 X86560

Другой консервативный участок в  геноме 
саповирусов человека  — ген RdRp. На  исполь-
зовании данной области генома основан двух-
этапный методический подход к  диагностике 
норовирусной и саповирусной инфекций (Епи-
фанова и др., 2009; Луковникова и др., 2009). Этот 
подход включает первоначальный скрининг фе-
кальных образцов на  наличие калицивирусов 
с использованием универсальной пары прайме-
ров Р290 и Р289 (Jiang et al., 1999), фланкирую-
щих участок гена полимеразы, с  последующим 
тестированием положительных проб с помощью 
праймеров, специфичных в отношении норови-
русов геногрупп I, II и саповирусов. Для индика-
ции саповирусов используют праймеры Sapp35 
и Sapp36 (Berke et al., 1997) (табл. 2).

В последние годы в  связи с  обнаружением 
новых генетических вариантов саповируса че-
ловека возросла необходимость их генетической 
классификации, для которой важна вариабель-

ность анализируемого участка генома. Поэтому, 
когда ставится задача молекулярной характери-
стики (генотипирования) саповирусов человека 
методом ОТ-ПЦР или секвенирования, предпо-
чтение исследователей отдается области генома 
саповируса, кодирующей белок капсида VP1 
(Oka et al., 2015). Данная область, являясь наи-
более вариабельным участком генома (Oka et al., 
2006), дает больше информации для генотипиро-
вания саповирусов, чем консервативная область 
RdRp, генетическая информация с которой ме-
нее разнообразна. Полная нуклеотидная после-
довательность гена VP1 нужна для генетической 
классификации саповирусов, для выявления 
новых геногрупп и генотипов (Wang et al., 2018; 
Mann et al., 2019; Oka et al., 2019; Yan et al., 2020; 
Zhuo et al., 2021; Su et al., 2023).

Кроме ограниченной вариабельности обла-
сти RdRp, в  настоящее время в  распоряжении 
исследователей имеется значительно меньше 

https://translated.turbopages.org/proxy_u/en-ru.ru.3d1cab64-6512bbb4-e0e672ba-74722d776562/https/www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X86560
https://translated.turbopages.org/proxy_u/en-ru.ru.3d1cab64-6512bbb4-e0e672ba-74722d776562/https/www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X86560
https://translated.turbopages.org/proxy_u/en-ru.ru.3d1cab64-6512bbb4-e0e672ba-74722d776562/https/www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB614356
https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/JCM.00986-21#con1
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доступных полных последовательностей гена 
RdRp, по  сравнению с  геном VP1 (Oka et  al., 
2015). Однако дальнейшая характеристика раз-
нообразия саповирусов будет основываться и на 
нуклеотидных последовательностях гена поли-
меразы, по  аналогии с  близким в  таксономи-
ческом плане норовирусом, для генетической 
классификации которого применяется двойное 
генотипирование (Rahman et al., 2021).

ПОДБОР КОМБИНАЦИЙ ПРАЙМЕРОВ 
С ШИРОКИМ ДИАПАЗОНОМ  

ИНДИКАЦИИ САПОВИРУСОВ ЧЕЛОВЕКА

Далеко не все из разработанных исследовате-
лями праймеров обладают широким диапазоном 
узнавания всего спектра нуклеотидных последо-
вательностей саповирусов человека. Кроме это-
го, комплементарность большинства праймеров 
распространяется на  геномы других кишечных 
вирусов (норовирусы, ротавирусы, астровирусы 
и аденовирусы) (Oka et al., 2015). Как отмечалось 
выше, недавно японскими исследователями 
предложен анализ ПЦР-РВ широкого диапазо-
на, позволяющий выявлять все 18 идентифици-
рованных в настоящее время генотипов сапови-
руса человека (Oka et al., 2019). Однако слишком 
малый размер ампликонов, получаемых с помо-
щью данного анализа (приблизительно 100 п.н.), 
не позволяет осуществлять генетическую харак-
теристику выявленных саповирусов, для ко-
торой необходим анализ более протяженных 
участков генома.

В последующих исследованиях (Oka et  al., 
2020) проведена экспериментальная оценка ре-
активности одиннадцати различных систем для 
ПЦР-анализа с  использованием опубликован-
ных и недавно разработанных модифицирован-
ных праймеров и показано, что четыре системы 
с  различными комбинациями праймеров ам-
плифицировали все протестированные гено-
типы саповируса человека с  использованием 
либо синтетической ДНК, либо кДНК, полу-
ченной из положительных на саповирусы чело-
века образцов кала. Эти четыре ПЦР-анализа 
дали сходные результаты, когда кДНК находи-
лась в диапазоне примерно от 107 до 102 копий/
реакция (диапазон значений Ct: 18–37/реак-
ция). Прямые праймеры в  данных комбинаци-
ях комплементарны участку соединения RdRp-
VP1, а обратные — последовательности гена VP1 
(табл. 3).

Первая комбинация состоит из  праймеров, 
разработанных ранее (Okada et al., 2006) приме-
нительно к мультиплексной ПЦР. Эти прайме-
ры специфичны для геногрупп саповирусов че-
ловека, поскольку генерируют ПЦР-продукты 

разной длины: GI (500 п.н.), GII (430 п.н.), GIV 
(360 п.н.) и GV (290 п.н.), что позволяет не толь-
ко выявить саповирусы, но и дифференцировать 
их  на геногруппы с  помощью электрофореза 
в агарозном геле при мультиплексной постанов-
ке по размеру ПЦР-продуктов без необходимо-
сти секвенирования ампликонов.

Предложены (Ока et  al., 2020) вторая, тре-
тья и четвертая комбинации праймеров. Вторая 
комбинация также позволяет получить ПЦР-
продукты разного размера в зависимости от ге-
ногруппы: GI (450 п.н.), GII (380 п.н.), GIV 
(310 п.н.) и GV (240 п.н.).

Третья и  четвертая комбинации амплифи-
цируют продукты ПЦР одинакового размера 
(приблизительно 460 и 380 п.н. соответственно) 
независимо от геногруппы и генотипа и поэтому 
не  позволяют с  помощью электрофореза диф-
ференцировать саповирусы человека на  гено-
группы в мультиплексной постановке. Причем, 
если в третьей комбинации три прямых прайме-
ра группоспецифичны, а  обратный праймер 
универсален, то в  четвертой комбинации оба 
праймера (прямой и обратный) универсальные.

Три последних комбинации праймеров 
модифицированы присоединением 5′-хвос- 
товых последовательностей из  18 н.о. 
(5′-tgtaaaacgacggccagt-3′  — для прямых прайме-
ров M13F и 5′-caggaaacagctatgacc-3′ — для обрат-
ных праймеров M13R). Цель модификации  — 
уменьшение неспецифической амплификации 
и  улучшение качества секвенирования продук-
тов ПЦР. Отмечено, что с применением данных 
комбинаций праймеров не  наблюдается пере-
крестной реактивности с  образцами, положи-
тельными на  норовирусы GI и  GII, астровиру-
сы типов I и IV, ротавирусы A и C, аденовирусы 
человека типа 40/41. Данные группы праймеров 
могут использоваться в  качестве улучшенных 
широкореактивных скрининговых тестов, а так-
же для генотипирования путем амплификации 
фрагментов с  последующим секвенированием 
(Ока et al., 2020).

СЕКВЕНИРОВАНИЕ 
И ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 

САПОВИРУСОВ ЧЕЛОВЕКА
Для детальной характеристики вируса его 

генотипируют с  применением метода секвени-
рования. Секвенирование позволяет иденти-
фицировать конкретный генетический вариант, 
а также новые, ранее не описанные, геновариан-
ты вируса. Наработанные в ОТ-ПЦР ампликоны 
после очистки в  геле со  специальным набором 
реагентов и мечения секвенируют в автоматиче-
ском генетическом анализаторе с использовани-

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rahman+R&cauthor_id=34081341
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ем, как правило, тех же, что и  в ПЦР, прямых 
и обратных праймеров. Данные секвенирования 
вначале анализируют в  целях поиска родствен-
ных им последовательностей, сопоставляя 
и  выравнивая полученные последовательности 
с  зарегистрированными в  GenBank с  помощью 
программ Clustal X 2.0 (Larkin et al., 2007), MEGA 
X (Kumar et al., 2018) или других. Затем проводят 
филогенетический анализ исследуемых сапови-
русов, позволяющий на основе сравнения уста-
новленных и референсных последовательностей 
гена капсидного белка разделить их на кластеры, 
соответствующие геногруппе или генотипу са-
повируса (De Oliveira-Tozetto et  al., 2021). Фи-
логенетические деревья демонстрируют степень 
родства между геномами саповирусов челове-
ка, относящимися к  разным геногруппам и  ге-
нотипам, которые выделены в  разных странах, 
и отражают глобальную циркуляцию и широкое 
распространение саповирусов среди населения 
планеты.

Недавно сообщалось о  применении незави-
симых от  праймеров подходов метагеномного 
секвенирования для идентификации сапови-
русов человека. Метагеномный анализ поз-
воляет не  только выявить саповирусы разных 
геногрупп, но  и получить их  полногеномные 
нуклеотидные последовательности при исследо-
вании образцов стула детей с ОГЭ в провинции 
Цзянсу, Китай (Li et  al., 2020), при вспышках 
и спорадических случаях ОГЭ в США, Никара-
гуа, Перу и Гватемале (Diez-Valcarce et al., 2018), 
а также при обследовании детей с острым вялым 
параличем в  Нигерии (George et  al., 2024). Ви-
русная метагеномика оказалась эффективным 
методом обнаружения новых вирусов и  расши-
рения понимания разнообразия вирусов, об-
наруженных в  клинических образцах, включая 
идентификацию новых штаммов саповирусов 
человека и животных (Balázs et al., 2024). Анализ 
полного генома, а не коротких последовательно-
стей, позволяет отслеживать передачу вирусной 

Таблица 3. Наборы праймеров c широким диапазоном узнавания для индикации и генотипирования сапови-
русов человека (Oka et al., 2020, с изменениями)

№
 н

аб
ор

а

Название праймера Последовательность (5′–3′) Направление 
праймера

Локализа- 
ция 

в геноме 
саповируса

Регистра-
ционный 

номер 
GenBank

I

SV-F13 GAY YWG GCY CTC GCY ACC TAC “+” 5074–5094 X86560
SV-F14 GAA CAA GCT GTG GCA TGC TAC “+” 5074–5094 X86560

SV-G1-R CCC BGG TGG KAY GAC AGA AG “–” 5561–5580 X86560
SV-G2-R CCA NCC AGC AAA CAT NGC RCT “–” 5483–5503 AY237420
SV-G4-R GCG TAG CAG ATC CCA GAT AA “–” 5413–5432 DQ058829
SV-G5-R TTG GAG GWT GTT GCT CCT GTG “–” 5384–5404 AY646856

II

M13F-SaV 1245Rfwd TAG TGT TTG ARA TGG AGG G “+” 5159–5177 X86560
M13R-SV-G1-R CCC BGG TGG KAY GAC AGA AG “–” 5561–5580 X86560
M13R-SV-G2-R CCA NCC AGC AAA CAT NGC RCT “–” 5483–5503 AY237420
M13R-SV-G4-R GCG TAG CAG ATC CCA GAT AA “–” 5413–5432 DQ058829
M13R-SV-G5-R TTG GAG GWT GTT GCT CCT GTG “–” 5384–5404 AY646856

III

M13F-HuSaV-F1 GGC HCT YGC CAC CTA YAA YG “+” 5079–5098 X86560
M13F-HuSaV-F2 GAC CAR GCH CTC GCY ACC TAY GA “+” 5078–5100 AJ249939
M13F-HuSaV-F3 GCW RYK GCW TGY TAY AAC AGC “+” 5121–5141 DQ366344

M13R-HuSaV-
5498R CCC CAN CCN GCV HAC AT “–” 5482–5498 X86560

IV
M13F-HuSaV-5159F TAG TGT TTG ARA TGG ARG G “+” 5159–5177 X86560

M13R-HuSaV-
5498R CCC CAN CCN GCV HAC AT “–” 5482–5498 X86560

Примечание: H = A/C/T, Y = C/T, R = A/G, W = A/T, K = G/T, N = A/C/G/Т.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de Oliveira-Tozetto S%5BAuthor%5D
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инфекции и  проводить эффективные эпиде-
миологические исследования (Yang et  al., 2022; 
George et  al., 2024). В  целях диагностики мета-
геномный анализ пока не  получил широкого 
применения, но  может быть использован в  бу-
дущем, когда стоимость такого анализа и обра-
ботки данных будет сравнима с традиционными 
ПЦР-методами.

К настоящему времени с помощью специаль-
но разработанных наборов праймеров, а  также 
на  основе высокопроизводительного секвени-
рования амплифицированы и  секвенированы 
полные геномы ряда саповирусов человека (Yan 
et al., 2020; Li et al., 2022; Ji et al., 2024). По со-
стоянию на  01.04.2024  г. в  GenBank находятся 
155 нуклеотидных последовательностей полных 
(почти полных) геномов саповирусов человека, 
относящихся к геногруппе GI, 81 — к GII, 42 — 
к GIV и 13 — к GV (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

В последние годы продолжается и  развитие 
иммунологических подходов для диагности-
ки вирусных инфекций. В  частности, недавно 
появился новый усовершенствованный вари-
ант метода иммунохроматографии LFIC (lateral 
flow immunochromatography) для выявления 
норовирусов (Gao et  al., 2024). Он разработан 
в  целях преодоления недостатков старого ме-
тода, связанных с  низкой чувствительностью 
и  отсутствием возможности количественного 
определения вирусной нагрузки. Новая версия 
отличается быстротой, точностью измерения 
и  большей чувствительностью, по  сравнению 
со старой версией LIFC и может стать многообе-
щающим вариантом для тестирования на месте 
оказания медицинской помощи в будущем (Gao 
et  al., 2024). Этот инструмент, вероятно, может 
быть модифицирован и для быстрой диагности-
ки саповирусной инфекции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В связи с  появлением в  последние годы но-

вых более чувствительных молекулярно-генети-
ческих методов, возросла частота выявления при 
диарейных заболеваниях саповирусов, отличаю-
щихся широким разнообразием генетических 
вариантов. К  настоящему времени открыто 18 
генотипов саповирусов человека, относящих-
ся к  четырем геногруппам и подобраны четыре 
комбинации праймеров, спектр реактивности 
которых распространяется на  все 18 аннотиро-
ванных в  GenBank геновариантов. С  данными 
комбинациями праймеров не наблюдается пере-
крестной реактивности с  образцами, положи-
тельными на  другие кишечные вирусы, и  в на-
стоящее время их можно использовать не только 
в  качестве более совершенных скрининговых 

тестов, но и для более успешного генотипирова-
ния саповирусов человека.
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Sapovirus (genus Sapovirus, family Caliciviridae), along with norovirus, is recognized as an important cause 
of acute intestinal infection (AEI) in humans. Human sapovirus strains exhibit significant genetic diversity. 
Currently, the existence of 18 genotypes, combined into four genogroups (GI, GII, GIV, GV), has been 
shown. Reverse transcription-PCR (RT-PCR) techniques are widely used for the detection of sapoviruses 
in clinical samples due to their high sensitivity and broad reactivity. To further characterize the identified 
sapoviruses, genotyping is carried out, which is the basis for constructing a classification system for human 
sapoviruses. The purpose of this review was to highlight modern methods for the detection and genotyping 
of sapoviruses based on reverse transcription polymerase chain reaction and viral genome sequencing.
Keywords: sapoviruses, RT-PCR, screening, genotyping, genogroup, genotype
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