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Аннотация. В статье представлен обзор современных методов молекулярно-
генетического анализа вируса гепатита дельта (HDV) с акцентом на технологии
секвенирования. Рассматриваются классическое секвенирование по Сэнгеру и
высокопроизводительные методы нового поколения (NGS), включая платформы Illumina и
Oxford Nanopore Technologies. Показано, что NGS обеспечивает высокую чувствительность и
позволяет выявлять минорные варианты вирусного генома, что имеет важное значение для
изучения квазивидной структуры и генетической вариабельности HDV. Представлены
результаты анализа международных исследований, демонстрирующих эффективность NGS
для генотипирования, филогенетического анализа и молекулярно-эпидемиологического
мониторинга. Обсуждаются преимущества и ограничения различных технологий
секвенирования, а также перспективы их применения в диагностике и научных
исследованиях. Подчёркивается значимость интеграции геномных данных для
совершенствования подходов к диагностике и лечению HDV-инфекции.
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Annotatsiya. Maqolada gepatit delta virusining (HDV) molekulyar-genetik tahlil usullari,
xususan sekvenirlash texnologiyalari keltirilgan. Klassik Sanger sekvenirlash usuli va yangi avlod
yuqori samarali sekvenirlash (NGS) texnologiyalari, jumladan Illumina va Oxford Nanopore
platformalari taqqoslangan. NGS yuqori sezuvchanlikka ega bo‘lib, virus genomining kam
uchraydigan variantlarini aniqlash imkonini beradi, bu esa HDV ning genetik xilma-xilligini va
kvasiturlarini o‘rganishda muhim ahamiyatga ega. Xalqaro tadqiqotlar natijalari asosida NGS ning
genotiplash, filogenetik tahlil va molekulyar epidemiologik monitoringdagi samaradorligi
ko‘rsatilgan. Turli sekvenirlash texnologiyalarining afzalliklari va cheklovlari muhokama qilinadi
hamda ularning tashxisot va ilmiy tadqiqotlardagi istiqbollari yoritilgan. HDV infeksiyasini
aniqlash va davolashni takomillashtirishda genom ma’lumotlarini integratsiya qilish muhimligi
ta’kidlangan.

Kalit so‘zlar: gepatit delta virusi, sekvenslash, genotiplash, NGS.
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Abstract. This article provides an overview of modern molecular genetic approaches for the
analysis of hepatitis delta virus (HDV), with a focus on sequencing technologies. Classical Sanger
sequencing and next-generation sequencing (NGS) methods, including Illumina and Oxford
Nanopore platforms, are discussed. NGS demonstrates high analytical sensitivity and enables the
detection of minor viral variants, which is essential for studying HDV quasispecies and genetic
diversity. The review summarizes findings from international studies highlighting the effectiveness
of NGS in genotyping, phylogenetic analysis, and molecular epidemiological surveillance. The
advantages and limitations of different sequencing technologies are considered, along with their
potential applications in diagnostics and research. The importance of integrating genomic data to
improve diagnostic and therapeutic strategies for HDV infection is emphasized.

Key words: hepatitis delta virus, sequencing, genotyping, NGS.

Введение
Вирус гепатита дельта (HDV) представляет собой дефектный РНК-вирус, репликация

которого возможна только в присутствии вируса гепатита В [1]. Несмотря на небольшой
размер генома (~1,7 кб), HDV-инфекция ассоциирована с тяжелым течением хронического
гепатита и высоким риском развития цирроза печени и гепатоцеллюлярной карциномы.
Кольцевая одноцепочечная РНК вируса характеризуется выраженной генетической
гетерогенностью и высокой частотой мутационных изменений, что может затруднять
молекулярную диагностику и генотипирование.

Для изучения молекулярной структуры вируса применяются различные подходы
секвенирования, включая метод Сэнгера и технологии высокопроизводительного
секвенирования нового поколения NGS [2]. Метод Сэнгера отличается высокой точностью
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определения нуклеотидных последовательностей, однако ограничен низкой пропускной
способностью и недостаточно эффективен при анализе смешанных вирусных популяций.
Напротив, методы массового параллельного секвенирования обеспечивают высокую
аналитическую чувствительность и позволяют выявлять низкочастотные варианты вирусного
генома.

Особое внимание уделяется сравнению платформ секвенирования Illumina и Oxford
Nanopore Technologies (ONT). Платформы Illumina характеризуются высокой точностью
чтения, но могут испытывать ограничения при анализе участков генома со сложной
вторичной структурой. Технологии ONT позволяют получать более протяжённые
последовательности вирусного генома и упрощают сборку кольцевых РНК-структур, однако
требуют дополнительной биоинформатической коррекции ошибок. Современные
модификации химии секвенирования позволяют частично минимизировать данный
недостаток.

Несмотря на развитие молекулярно-генетических методов, данные о молекулярной
эпидемиологии HDV в ряде регионов остаются ограниченными. Появление новых
противовирусных препаратов, включая ингибиторы проникновения вируса, требует
дальнейшего анализа генетического разнообразия вируса для оценки терапевтической
эффективности и разработки персонализированных диагностических подходов.

Анализ литературы и методология
В данной работе проведён обзор современных технологий секвенирования,

применяемых для анализа генома HDV. Основное внимание уделялось сравнительной
характеристике методов молекулярно-генетической диагностики и их диагностической
эффективности при выявлении генетической вариабельности HDV. Анализ проводился на
основании научных публикаций, содержащих результаты применения методов
секвенирования, включая классическое секвенирование по Сэнгеру, а также технологии
высокопроизводительного секвенирования нового поколения.

Поиск научных публикаций проводился в базе PubMed с использованием ключевых
слов: HDV, NGS, sequencing, genome structure, genotyping. В обзор включались оригинальные
исследования, посвящённые анализу генетической вариабельности вируса и применению
молекулярных методов генотипирования. Рассматривались работы, опубликованные за
последние 10 лет, что связано с быстрым развитием технологий высокопроизводительного
секвенирования. Из обзора исключались: исследования, не содержащие данных о
молекулярно-генетическом анализе вируса; публикации, посвящённые исключительно
клиническим аспектам без описания методов секвенирования. Всего было проанализировано
7 исследований из 5 стран (Бразилия, Вьетнам, Испания, Китай, Франция).

Результаты
В последние годы технологии молекулярного секвенирования стали ключевым

инструментом изучения генетической вариабельности вируса гепатита дельта. Классическое
секвенирование по Сэнгеру в современных исследованиях применяется достаточно редко -
преимущественно для валидации ампликонов и подтверждения результатов
высокопроизводительного секвенирования, поскольку метод характеризуется высокой
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точностью чтения, но ограниченной диагностической чувствительностью при анализе
вирусных популяций с выраженной генетической гетерогенностью.

В работе Nguyen et al. (Вьетнам, 2017) была исследована распространённость и
генотипическое разнообразие HDV среди HBsAg-положительных пациентов. Для выявления
HDV использовали высокочувствительную методику RT-PCR с последующим прямым
секвенированием продуктов амплификации. Для генотипирования HDV амплифицировали
консервативные участки генома вируса, включая область гена HDAg, после чего проводили
секвенирование ампликонов с использованием автоматического генетического анализатора
ABI 3500 и циклического секвенирования с BigDye Terminator. Полученные нуклеотидные
последовательности подвергались выравниванию и филогенетическому анализу для
определения генотипов HDV. Было показано, что в исследуемой популяции HDV встречался
у 10% пациентов, при этом доминировал генотип HDV-2 (80%), тогда как HDV-1 выявлялся
значительно реже (20%) [3].

Технологии секвенирования нового поколения NGS активно применяются для анализа
генетической структуры HDV. Так, в исследовании, проведённом во Франции в 2021 году с
использованием платформы Illumina MiSeq, была предложена и валидирована методика
количественного определения редактирования РНК HDV с использованием NGS на
платформе Illumina MiSeq. Методика основана на амплификации участка антигеномной РНК
HDV, содержащего сайт редактирования стоп-кодона UAG, с последующим массовым
параллельным секвенированием ампликонов и биоинформатической обработкой полученных
последовательностей. Для анализа больших массивов данных была разработана
специализированная программная платформа, позволяющая с высокой точностью различать
редактированные и нередактированные варианты вирусного генома и количественно
оценивать частоту редактирования РНК. Использование NGS с высокой глубиной покрытия и
строгим контролем качества прочтений (Phred score ≥30) позволило выявлять минорные
варианты вирусной популяции с частотой до 1%. Полученные данные показали, что уровень
редактирования РНК HDV варьирует в зависимости от генотипа вируса (HDV-1–HDV-8), что
связано с различиями в вторичной структуре вирусной РНК в области сайта редактирования
и влияет на эффективность синтеза большого и малого дельта-антигенов, а также на
особенности репликационного цикла и патогенез инфекции [4].

В другой работе 2017 года из Испании была проведена количественная оценка
отредактированных и неотредактированных геномов HDV с применением технологии NGS.
Авторы анализировали амплифицированный фрагмент длиной 360 нуклеотидов (позиции
910–1270), включающий сайт РНК-редактирования в кодоне 196 HDAg. Результаты NGS
сопоставляли с данными молекулярного клонирования и секвенирования по Сэнгеру;
перекрывающиеся 95% доверительные интервалы подтвердили сопоставимость методов, при
этом NGS продемонстрировал более высокую точность за счёт существенно большего числа
прочтений (глубина секвенирования 11 208 для клинических образцов). Валидация на
искусственных смесях клонов с заданными пропорциями вариантов (83 276 прочтений)
показала высокую чувствительность и корректность количественной оценки.
Дополнительный анализ нуклеотидных замен по всей исследуемой области выявил
преобладание переходов над трансверсиями и доминирование замен G↔A, что позволило
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детально охарактеризовать структуру квазивиды HDV и подтвердить значимость NGS как
инструмента для изучения механизмов вирусной персистенции и генетической
вариабельности [5].

В исследовании 2019 года, посвящённом молекулярной эпидемиологии HDV в
Шанхае, Китай были проанализированы результаты секвенирования 225 HBsAg-позитивных
пациентов с повышенными трансаминазами. Детекцию HDV-RNA проводили методом RT-
nested PCR с амплификацией фрагмента гена delta (область L-HDAg), после чего полученные
ампликоны секвенировали с использованием технологии NGS на платформе Illumina MiSeq с
последующим филогенетическим анализом. HDV-инфекция была подтверждена у 4,9%
пациентов, и все полученные последовательности относились к азиатскому кластеру
генотипа HDV-2. У пациентов с коинфекцией HBV/HDV отмечались более низкие уровни
HBV-DNA по сравнению с больными моноинфекцией HBV, что указывает на супрессивное
влияние HDV на репликацию HBV, а также более высокие уровни АЛТ и АСТ, отражающие
более выраженное поражение печени. Полученные результаты демонстрируют
диагностическую и эпидемиологическую значимость применения NGS для генотипирования
и молекулярного мониторинга HDV-инфекции [6].

В исследовании посвященном консервативности и изменчивости рибозимного участка
генотипа 1 HDV проведённом в Испании в 2022 г. использовали NGS секвенирование. В
исследование были включены пациенты с хронической HDV-инфекцией; для каждого
анализировали два образца плазмы крови собранных с интервалом наблюдения в среднем
2,25 года. После экстракции вирусной РНК проводили денатурацию и обратную
транскрипцию, затем трёхэтапную nested-PCR с амплификацией фрагмента, включающего
рибозимный регион (nt 688–771), добавлением M13-хвостов и мультиплексных
идентификаторов (MID) для последующей демультиплексии. Очищенные и
нормализованные ампликоны объединяли в пул и секвенировали на платформе Illumina
MiSeq. Биоинформатическая обработка включала жёсткую фильтрацию ридов (полная длина,
корректное перекрывание пар, <10% несовпадений, контроль качества), демультиплексию и
выделение уникальных гаплотипов для анализа квазивидов. Для оценки консервативности и
вариабельности рибозимного региона использовали множественное выравнивание
гаплотипов с расчётом информационного содержания (information content) по скользящему
окну, а также показатели генетической дистанции и индексы сложности квазивидов (Shannon,
Gini–Simpson, нуклеотидное разнообразие, частота мутаций и др.). Результаты исследования
показали, что рибозим в целом высококонсервативен (около 85% позиций полностью
сохранены), при наличии гиперконсервативного участка (nt 715–745) и ограниченной
вариабельности преимущественно в домене P4 (nt 739–769). Анализ не выявил значимых
изменений квазивидной структуры во времени. Наиболее частые мутации (T23C, T69C и
делеция C64) были дополнительно протестированы in vitro с использованием сайт-
направленного мутагенеза в кДНК-клоне HDV и последующей количественной оценкой
вирусной РНК, что позволило связать данные глубокого секвенирования с функциональными
последствиями для вирусной репликации. Исследование важно для разработки новых
терапевтических стратегий против HDV, поскольку современные методы лечения
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ограничены по эффективности. Работа показывает, что рибозимный регион - перспективная
цель для направленного подавления вирусной репликации [7].

Региональные исследования также подтверждают диагностическую значимость
молекулярного секвенирования. В работе, проведённой в Бразилии в 2024 году, было
выполнено полногеномное секвенирование изолятов HDV, полученных из различных
географических регионов страны. Анализ выполнялся с использованием подходов
высокопроизводительного секвенирования полного генома с последующим
филогенетическим анализом последовательностей, что позволило охарактеризовать
генетическое разнообразие циркулирующих штаммов. Было показано распространение как
широко циркулирующих генотипов HDV, так и редких генетических вариантов, включая
линии, ранее преимущественно описанные в африканских регионах, что свидетельствует о
межконтинентальном распространении вирусных вариантов. Кроме того, в исследовании
были впервые получены полные геномы редких генотипов HDV-5 и HDV-8 вне Африки, а
также описан новый подгенотип HDV-8c. Полученные данные подтверждают высокую
эффективность полногеномного секвенирования для молекулярно-эпидемиологического
мониторинга HDV и демонстрируют важность геномного анализа для изучения путей
распространения вируса, генетической эволюции и характеристики региональных
особенностей циркулирующих вирусных популяций.В странах Юго-Восточной Азии также
активно применяются молекулярные методы анализа HDV. Исследования, проведённые во
Вьетнаме, показали доминирование генотипа HDV-1 среди пациентов с хронической
инфекцией вирусом гепатита B, что подтверждает необходимость использования
молекулярного генотипирования для оценки распространённости вариантов вируса в
эндемичных регионах [8].

Дальнейшее развитие технологий секвенирования связано с применением методов
секвенирования с длинными чтениями. В работе Charre et al. (Франция, 2023) была
разработана и валидирована методика полного геномного секвенирования HDV с
использованием технологий длинночтительного секвенирования Oxford Nanopore
Technologies (ONT). Метод основан на амплификации полного генома HDV в виде единого
~1.7 kb фрагмента с последующим секвенированием на платформе MinION и
автоматизированным биоинформатическим анализом данных с помощью специально
разработанного пайплайна VIRiONT. Использование длинных прочтений позволило
преодолеть ограничения традиционных методов секвенирования, связанные с высокой
структурной сложностью и вариабельностью вирусного генома, а также обеспечить анализ
вирусных квазивидов на уровне отдельных молекул. В работе была продемонстрирована
высокая глубина покрытия и точность генотипирования и субтипирования клинических
образцов. Кроме того, было показано существование значительной вариабельности уровней
редактирования РНК HDV (от 0% до 59%), а также идентифицирован новый субтип генотипа
HDV-1. Применение ONT-секвенирования в сочетании с филогенетическим анализом,
выравниванием последовательностей и вариант-вызовом позволило проводить детальную
характеристику генетического разнообразия вируса, что имеет важное значение для изучения
патогенеза, эпидемиологии и оценки эффективности противовирусной терапии [9].
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Таким образом, современные технологии секвенирования обеспечивают высокую
точность определения генетической структуры вируса, выявление редких вариантов и
проведение молекулярного типирования, что существенно расширяет возможности
лабораторной диагностики и эпидемиологического мониторинга HDV.

Обсуждение
Проведённый анализ демонстрирует существенные различия в диагностических и

аналитических возможностях методов секвенирования, применяемых для изучения HDV, что
напрямую влияет на интерпретацию получаемых данных и глубину понимания молекулярной
эпидемиологии инфекции. Классическое секвенирование по Сэнгеру, как показано в ряде
исследований, обеспечивает высокую точность определения доминирующих вирусных
вариантов, однако существенно уступает методам NGS по чувствительности. Это особенно
заметно при анализе гетерогенных вирусных популяций, где секвенирование по Сэнгеру
позволяет идентифицировать лишь преобладающий генотип, в то время как NGS выявляет
широкий спектр минорных вариантов. Таким образом, данные, полученные с
использованием секвенирования по Сэнгеру, могут недооценивать реальное генетическое
разнообразие HDV, тогда как NGS предоставляет более полное представление о структуре
квазивидов.

Сравнение результатов исследований, выполненных с использованием различных
подходов, показывает, что глубина секвенирования является ключевым фактором,
определяющим диагностическую информативность метода. В работах, использующих NGS,
высокая глубина покрытия позволяла выявлять варианты с частотой до 1%, тогда как при
использовании секвенирования по Сэнгеру такие варианты остаются недоступными для
анализа [5]. Это различие особенно важно при изучении процессов РНК-редактирования и
внутрипопуляционной вариабельности вируса, где даже низкочастотные мутации могут
иметь функциональное значение.

Существенные различия наблюдаются и между платформами NGS. Технологии
Illumina демонстрируют высокую точность и воспроизводимость результатов, что делает их
предпочтительными для количественного анализа и сравнительных исследований [2]. В то же
время платформы Oxford Nanopore Technologies (ONT), несмотря на более высокую частоту
ошибок, обладают уникальным преимуществом в виде получения длинных прочтений [10].
Это позволяет более эффективно анализировать полный геном HDV и упрощает
реконструкцию квазивидной структуры, что затруднено при использовании коротких ридов
Illumina. Таким образом, выбор платформы определяется задачами исследования: Illumina
более подходит для точного количественного анализа, тогда как ONT — для структурного и
полногеномного анализа.

Сравнение результатов региональных исследований также выявляет различия в оценке
генетического разнообразия вируса в зависимости от используемых методов. Исследования,
основанные на ограниченных фрагментах генома и традиционных методах секвенирования,
как правило, демонстрируют более узкий спектр генотипов. В то время как полногеномное
секвенирование с использованием NGS позволяет выявлять редкие генотипы и новые
субгенотипы, что свидетельствует о значительно более высокой генетической
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вариабельности HDV, чем предполагалось ранее [11]. Это подчёркивает важность выбора
методологического подхода при проведении молекулярно-эпидемиологических исследований.

Кроме того, различия в аналитических подходах (ампликонное секвенирование против
полногеномного или метагеномного анализа) также оказывают существенное влияние на
результаты. Ампликонные методы обеспечивают высокую чувствительность и точность в
отношении конкретных участков генома, но могут упускать вариации вне целевых регионов.
В свою очередь, полногеномное секвенирование предоставляет более полную картину
генетической структуры вируса, однако требует более сложной обработки данных и ресурсов.

Таким образом, сопоставление различных методов показывает, что ни один из них не
является универсальным. Наиболее перспективным направлением представляется
комбинированное использование технологий, при котором высокая точность Illumina может
дополняться возможностями длинночтительного секвенирования ONT, а результаты
ампликонного анализа — верифицироваться полногеномным секвенированием. Несмотря на
значительный прогресс, остаются ограничения, связанные с доступностью технологий и
необходимостью стандартизации методических подходов. В частности, различия в
протоколах секвенирования, глубине покрытия и биоинформатических алгоритмах могут
затруднять сопоставимость результатов между исследованиями. Это указывает на
необходимость разработки унифицированных стандартов анализа и интерпретации геномных
данных.

В целом, сравнительный анализ методов секвенирования показывает, что внедрение
технологий NGS существенно изменило подходы к изучению HDV, позволив перейти от
описательного анализа доминирующих генотипов к детальному исследованию
внутрипопуляционной структуры вируса и его эволюции. Дальнейшее развитие данного
направления связано с интеграцией различных технологических платформ и объединением
геномных, клинических и эпидемиологических данных для повышения эффективности
диагностики и мониторинга инфекции.

Заключение
Современные технологии секвенирования являются ключевым инструментом

молекулярной диагностики и изучения генетической структуры HDV. Применение методов
высокопроизводительного секвенирования нового поколения существенно расширило
возможности генотипирования, выявления генетической вариабельности и изучения
молекулярной эволюции вируса. Технологии секвенирования с высокой глубиной покрытия
позволяют эффективно анализировать вирусные популяции, включая минорные варианты,
что особенно важно при исследовании хронических вирусных инфекций для
совершенствования диагностических и терапевтических стратегий.
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