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Генетическая вариабельность SARS-CoV-2 в биологических 
образцах от пациентов г. Москвы
Сперанская А.С. , Каптелова В.В., Самойлов А.Е., Бухарина А.Ю.,  
Шипулина О.Ю., Корнеенко Е.В., Акимкин В.Г.

ФБУН «Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии» Роспотребнадзора,  
111123, Москва, Россия 

Сосуществование субпопуляций SARS-CoV-2 с различными вариантами генома внутри организма одного 
пациента — один из обсуждаемых в настоящее время феноменов. В данной работе мы провели высоко-
производительное секвенирование и сборку полных геномов вирусов из образцов, которые представляли 
собой мазки или аутопсийный материал от пациентов с диагнозом СOVID-19, предварительно подтверж-
денным методом полимеразной цепной реакции в реальном времени (Ct = 10,4–19,8). Подготовку образ-
цов к секвенированию проводили с помощью протокола SCV-2000bp. Полученные данные проверяли на 
присутствие в образце более чем одного генетического варианта SARS-CoV-2. Варианты нуклеотидных 
замен, покрытие для каждого варианта, а также координаты вариабельной позиции в референсном гено-
ме определяли с помощью инструментов программы «CLC Genomics Workbench». При поиске вариабель-
ных нуклеотидных позиций исходили из предположения, что в образце имеются 2 генетических варианта 
(не более), для вероятности определяемого варианта использовали пороговое значение ≥ 90%. Также 
игнорировали варианты, которые были представлены менее чем 20% прочтений от общего покрытия. 
Полученные результаты показали, что в 5 образцах имеется вариабельность, т.е. содержится несколько 
генетических вариантов SARS-CoV-2. В 4 образцах оба найденных варианта геномов различались лишь в 
одной нуклеотидной позиции. В пятом образце были найдены более существенные различия: сразу 3 ва-
риабельных позиции и одна делеция длиной в 3 нуклеотида. Наше исследование показывает возможность 
сосуществования различных генетических вариантов SARS-CoV-2 в организме пациента.

Ключевые слова: SARS-CoV-2; высокопроизводительное секвенирование; двойная инфекция;  
квазивиды.
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Currently, a lot of attention is given to SARS-CoV-2 subpopulations and their coexistence with different genomic 
variants within the same patient. In this study, we performed next-generation whole-genome sequencing and as-
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sembly of viruses from samples representing swabs or autopsy specimens obtained from patients diagnosed with 
СOVID-19, which were initially confirmed by the real-time polymerase chain reaction (Ct = 10.4–19.8). Samples 
were prepared for sequencing by using the SCV-2000bp protocol. The obtained data were checked for presence 
of more than one SARS-CoV-2 genetic variants in a sample. Variants of nucleotide substitutions, coverage for 
each variant, and location of the variable position in the reference genome were detected with tools incorporated 
in the CLC Genomics Workbench program. In our search for variable nucleotide positions, we assumed that the 
sample had two genetic variants (not more); the threshold value ≥ 90% was set for probability of the identified 
variant. Variants represented by less than 20% of the reads in the total coverage were not taken into consid-
eration. The obtained results showed that 5 samples had variability, i.e. they had several genetic variants of 
SARS-CoV-2. In 4 samples, both of the detected genomic variants differed only in one nucleotide position. The 
fifth sample demonstrated more substantial differences: a total of 3 variable positions and one three-nucleotide 
deletion. Our study shows that different genetic variants of SARS-CoV-2 can coexist within the same patient.

Keywords: SARS-CoV-2; next generation sequencing; dual infection; quasispecies.
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Следствием этого служит формирование квазиви-
дов (субпопуляций) в организме одного хозяина. 
В настоящее время уже зафиксирован факт суще-
ствования квазивидов для SARS-CoV-2 [4–8], в том 
числе есть исследования, проведенные на боль-
шой выборке данных. В работе [9] осуществлен 
биоинформатический анализ результатов «сырых» 
данных NGS почти 4 тыс. образцов, полученных 
ранее различными лабораториями и выложенных 
в открытую базу данных SRA3. Кроме того, те же 
авторы выполнили биоинформатический анализ 
данных NGS РНК, выделенной из мазков от пациен-
тов из Швейцарии, и обнаружили сосуществование 
различных вариантов генома SARS-CoV-2 внутри 
организма пациента. U. Fahnøe и соавт. объясня-
ют это естественным генетическим разнообразием 
из-за быстрой вирусной эволюции (допуская, что 
часть вариантов генома могут быть артефактами, 
образовавшимися в процессе подготовки библи-
отек и секвенирования). Действительно, NGS — 
признанный инструмент для оценки генетической 
вариабельности вирусных популяций [10, 11], для 
подтверждения существования квазивидов вируса 
в организме пациента [12]. Однако отличить истин-
ные однонуклеотидные варианты (SNV) от ошибок 
секвенирования, артефактов пробоподготовки — 
сложная задача, особенно если речь идет об обнару-
жении редко встречающихся субпопуляций.

3 URL: www.ncbi.nlm.nih.gov/sra

Введение
Пандемия COVID-19, вызванная коронавиру-

сом SARS-CoV-2, началась в конце декабря 2019 г. 
в Ухане (КНР). В России пик первой волны при-
шелся на середину мая 2020 г., вторая волна начала 
подниматься в конце августа. К 11.11.2020 г. число 
ежедневно регистрируемых в России новых случа-
ев COVID-19 достигло примерно 19,9 тыс. (более 
1,8 млн подтвержденных случаев в стране)1. Уже в 
феврале 2020 г. опубликованы зарубежные данные 
высокопроизводительного секвенирования (next 
generation sequencing, NGS) геномов SARS-CoV-2, 
из которых следовало, что на филогенетическом 
дереве последовательности делятся на две основ-
ные клады (линии/типы/генотипы), которые были 
названы L и S. Они различаются однонуклеотид-
ными полиморфизмами в ORF1ab и ORF8 [1]. К 
10.11.2020 г. в базе данных GISAID2 зарегистри-
рованы геномы, относящиеся к 8 основным кла-
дам: L, O, S, V, G, GR, GH, GV. Из них 6 клад были 
найдены среди российских изолятов уже в конце 
апреля 2020 г. [2], представители 7 клад (кроме 
GV) были зарегистрированы в GISAID в ноябре 
2020 г. [3].

SARS-CoV-2 относится к РНК-вирусам, для 
которых характерна высокая частота мутаций. 

1 statista.com [Electronic resource]. URL: www.statista.com/sta-
tistics/1102303/coronavirus-new-cases-development-russia

2 gisaid.org [Electronic resource]. URL: www.gisaid.org
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Явление, при котором в организме пациента 
присутствуют одновременно два или более вари-
антов одного вируса, также называют двойной ин-
фекцией или ко-инфекцией, если она происходит 
одновременно с первым заражением или спустя 
некоторое время [13]. Это явление довольно хо-
рошо исследовано среди вирусов различных се-
мейств и родов [13–17]. Возможность ко-инфек-
ции для SARS-CoV-2 пока что остается под вопро-
сом, хотя доводы в пользу этого предположения 
постепенно накапливаются. Некоторые авторы ин-
терпретируют как двойную инфекцию наблюдае-
мую гетерогенность в результатах секвенирования 
геномов SARS-CoV-2. Например, такие выводы 
были сделаны в работе [18], описывающей резуль-
таты секвенирования фрагмента (длиной 795 п.н.) 
гена, кодирующего Spike-белок вируса, из образ-
цов от 19 пациентов в Ираке с явными симптомами 
COVID-19. Секвенирование проводилось методом 
Сэнгера, двойные пики на хроматограммах были 
обнаружены во всех 19 образцах. 

Наличие гетерогенности в результатах секве-
нирования авторы объясняют ко-инфекцией, а столь 
высокий процент (19/19) — особенностями нацио-
нального подхода к соблюдению санитарных норм 
(возможность контаминации не рассматривалась). 
Помимо вышеупомянутого препринта, в конце сен-
тября 2020 г. о случае двойной инфекции SARS-
CoV-2 у одного пациента сообщили авторы работы 
[19] со ссылкой на данные S. Ilmjärv и соавт. [20]. 
В нашей работе, опубликованной в виде препринта, 
также приводятся доказательства в пользу возможно-
сти двойной инфекции SARS-CoV-2: описан случай 
обнаружения геномов, относящихся к кладам GR и 
GH, у пациентки 90 лет, а также смены доминирую-
щего штамма в процессе заболевания [21].

Мутации, возникающие в популяции вследствие 
естественной эволюции вируса, как и инфицирова-
ние другим штаммом, могут влиять на иммунный 
ответ организма хозяина, изменять клиническое те-
чение заболевания. Высказывались предположения, 
что отдельные мутации SARS-CoV-2 или их комби-
нации могут влиять на скорость репликации вируса 
и передачи заболевания, приводить к проблемам при 
лечении из-за формирующихся мутаций устойчиво-
сти к противовирусным препаратам [22, 23]. 

Цель этой работы — показать наличие квази-
видов вируса, по крайней мере, в некоторых биоло-
гических образцах от пациентов из Москвы с под-
твержденной инфекцией SARS-CoV-2 .

Материалы и методы
Для проведения исследования были исполь-

зованы мазки (19 образцов) и аутопсийный ма-
териал (2 образца) в транспортной среде от паци-
ентов с симптомами ОРВИ или подозрениями на 
COVID-19, которые предварительно поступили в 

подразделение молекулярных методов диагности-
ки ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии и там же были 
идентифицированы как положительные на наличие 
SARS-CoV-2. Для идентификации использовали 
метод полимеразной цепной реакции в реальном 
времени, который проводили с помощью набора 
реагентов «AmpliSens® Cov-Bat-FL» («AmpliSens», 
Россия) в соответствии с инструкцией производи-
теля. Все использованные в работе образцы содер-
жали вирусную РНК в высокой концентрации (Ct = 
10,4–19,8).

Реакцию обратной транскрипции проводили 
с использованием 10 мкл образцов РНК и набо-
ра «Reverta-L kit» («AmpliSens», Россия) согласно 
инструкции производителя. Полученную кДНК 
применяли в качестве матрицы для амплифика-
ции фрагментов генома. Фрагменты генома SARS-
CoV-2 амплифицировали с помощью разработан-
ной нами праймерной панели SCV-200bp [23].

Образцы готовили к секвенированию согласно 
протоколу [24]. Для амплификации фрагментов ге-
нома использовали Q5 High-Fidelity ДНК-полиме-
разу («New England BioLabs»), 35 циклов амплифи-
кации. Для подготовки библиотек использовали ту 
же полимеразу, 8 циклов амплификации. NGS вы-
полнено на платформе «Illumina HiSeq 1500» с ис-
пользованием наборов реагентов «HiSeq PE Rapid 
Cluster Kit v2» и «HiSeq Rapid SBS Kit v2» (500 ци-
клов) или на платформе «Illumina MiSeq» с набором 
«MiSeq Reagent Kit v2» (500 циклов).

Полученные прочтения были отфильтрова-
ны по качеству с помощью «Trimmomatic» [25]; 
последовательности праймеров удалены с помо-
щью cutadapt [26]; полученные прочтения кар-
тированы на референсную последовательность 
EPI_ISL_402124 с использованием bowtie2 [27]; с 
помощью SAMtools [28] удалены химерные про-
чтения и получены bam-файлы. Консенсусные по-
следовательности получали с помощью BEDtools 
[29]. Для идентификации и расчета покрытия SNV 
был использован встроенный инструмент програм-
мы «CLC Genomics Workbench 8.5»4. В процессе 
анализа мы исходили из предположения, что в об-
разце может находиться одновременно не более  
2 вариантов геномов (использовали алгоритм fixed 
ploidy variant = 2). В качестве порогового значения 
детекции SNV использовали покрытие ≥ 20% (ва-
рианты замен с низким покрытием не учитывали).

Результаты
Консенсусные последовательности геномов 

исследованных образцов с указанием SNV в фор-
мате вырожденного нуклеотидного кода были депо-
нированы в базу данных GISAID (номера доступа 

4 CLC Genomics Workbench. [Electronic resource]. URL: www.
qiagenbioinformatics.com/products/clc-genomics-workbench
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Таблица 1. Описание гетерогенных позиций в проанализированных образцах
Table 1. Description of degenerate positions in analyzed samples

Образец
Sample Сt

Количество 
прочтений 

после  
фильтрации
Reads after 

filtration

Позиция 
нуклео-

тида
Nucleotide 

position

Покрытие
Total 

coverage

Варианты 
нуклео-

тида
Nucleotide 

variants

Вариант 
покрытия

Variant 
coverage

Доля  
прочтений

Percent  
of reads

Мутация 
белка
Protein 

mutation

Номер доступа  
в GISAID
GISAID

accession number

d186s128 16 7 575 603 23613 450 C 207 46% Spike
A684V

EPI_ISL_660437

T 243 54%

d186l325 13,6 6 337 032 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610232

d186s56 10,4 6 481 901 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610240

d186s51 13,7 12790208 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610239

d186s137 16,3 7 992 766 23916 15388 T 9314 60,53% Spike
V785A

EPI_ISL_660438

C 6065 39,41%

d186s144 11,2 6 928 932 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610241

d186s149 13,5 7 026 576 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610242

d186s155 12,6 6 815 104 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610243

d186s434 14 7 722 664 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610244

d186dl199 15,1 3 163 502 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610227

d186dl222 18,1 2 885 286 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610228

d186dl240 19,8 1 467 205 8139 24 C 8 33,33%
NSP3S1807F

EPI_ISL_660433

T 16 66,67%

d186dl282 13,4 4 043 559 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610229

d186dl290 13 557 624 24794 4424 G 1596 36,08% Spike
A1078S

EPI_ISL_660434

T 2825 63,86%

d186dl294 12,9 6 481 228 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610230

d186dl302 12,4 3 742 501 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610231

d186dl365 14,3 5625499 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610233

d186dl381 13,4 3 066 646 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610234

d186dl389 13 3 424 997 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610235

d186dl441 14,3 4 940 467 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610236

d186dl477 12 2 500 575 21588 17058 T 8950 52,47% Spike
P9L

Варианты нуклеотидов  
с мажорным  

покрытием —
EPI_ISL_660435, 

с минорным  
покрытием — 

EPI_ISL_660436
Nucleotide variants 

with major coverage —
EPI_ISL_660435, 

with minor coverage —
EPI_ISL_660436

C 8107 47,53%

21991–
21993

14810 TTA 11250 75,96% Spike
Y145del---(del) 3544 23,93%

27247 7923 C 4870 61,47% ORF6 сино-
нимичная 

замена
ORF6 

synonymousT 3043 38,41%

29250 1245 T 873 70,12%
N P326L

C 370 29,72%
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приведены в табл. 1), за исключением одного об-
разца — d186dl477 (детали см. ниже).

После фильтрации по качеству, тримминга 
праймеров полимеразной цепной реакции коли-
чество информации на каждый образец составило 
от 0,557 млн до 11,965 млн прочтений (медиана — 
6 млн). Затем был проведен анализ SNV в вирус-
ной популяции для каждого образца. Картирование 
прочтений на референсный геном hCoV-19/Wuhan/
WIV04/2019 (номер доступа в базе GISAID EPI_
ISL_402124) показало, что в некоторых образцах 
имеются вариабельные/вырожденные SNV-пози-
ции. Доля минорных субпопуляций (оценивалась по 
покрытию минорного варианта SNV) варьировала 
от 24% до 46%. Наличие вариабельности не зависе-
ло ни от количества прочтений, ни от вирусной на-
грузки в образце (см., например, образцы d186s56, 
Ct = 10,4 или d186s144, Ct = 11,2, в которых вариа-
бельные позиции не найдены).

SNV в гене, кодирующем белок S (Spike Gly-
coprotein), были обнаружены в 4 образцах: d186s128, 
d186s137, d186dl290 и d186dl477. При этом в одном 
из образцов в том же гене spike glycoprotein был 
найден гетерогенный участок, представленный в 
одном из двух вариантов геномов делецией TTA/---. 
Кроме того, SNV были найдены на участке ORF1ab, 
кодирующем белок nsp3 (см. образец d186dl240), а 
также в генах N и ORF6 (кодируют одноименные 
белки, см. образец d186dl477). 

Образец d186dl477 заслуживает особого внима-
ния, поскольку в нем были найдены сразу 3 SNV, а 
также делеция в три нуклеотида. Один из SNV при-
водит к синонимичной замене в ORF6, другие — к 
мутациям в белке Spike (P9L и Y145del), а также в 
белке N (P326L). Все найденные мутации относят-
ся к категории редко встречающихся или новых 
(табл. 2). Покрытие минорных вариантов мутаций 
варьировало в этом образце от 29,7% до 47%. Мы 
депонировали в базу данных GISAID две последо-
вательности: последовательность [EPI_ISL_660435] 
включает в себя мажорные варианты мутаций, тог-
да как [EPI_ISL_660436] — минорные варианты.

Обсуждение
В настоящей работе мы намеренно ограничи-

лись поиском только лишь высокопредставленных 
вариантов, поскольку основной целью было пока-
зать широкую распространенность гетерогенных 
популяций SARS-CoV-2. Мы проанализировали 
данные NGS геномов SARS-CoV-2 и оценили пред-
ставленность вирусных субпопуляций, используя 
алгоритмы поиска вариабельности, реализованные 
в виде встроенных инструментов программы «CLC 
Genomics Workbench». Мы не определяли оптималь-
ные критерии для идентификации SNV, ограничив-
шись применением жестких критериев (не менее 
20% от общего покрытия анализируемой позиции 
при достоверности определения 90% и более). Мы 

Таблица 2. Характеристика мутаций, найденных в образце d186dl477
Table 2. Characterization of mutations found in sample d186dl477

Белок
Protein

EPI_
ISL_660435 EPI_ISL_660436

Частота встречаемости мутаций среди известных последовательностей геномов 
SARS-CoV-2 по данным GISAID, депонированных в базу данных на 27.11.2020 г.

Frequency of found mutations among known SARS-CoV-2 sequences  
according to GISAID data, as of November 27, 2020

% количество геномов
number of genoms

количество стран
number of countries

NSP2 T547I 0,07 55 10

NSP3 V1847F >0,01 7 2

NSP12 P323L 88,88 184 070 125

Spike P9L – 0,01 27 7

– Y145del Неизвестная новая мутация
Found for the first time

D614G 89,28 18 5187 26

N R203K 36,46 75 504 104

G204R 36,15 74 866 103

M210I 0,24 488 18

A211V 0,08 175 22

P326L – 0,02 41 8

Примечание. Выделены мутации, для которых частота встречаемости в мире ≤ 0,25.
Note. Mutations for which the frequency of occurrence in the world is ≤ 0.25 are in bold.
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идентифицировали SNV в 5 образцах из 21. В 4 об-
разцах квазивиды различались единичными SNV. 

Для РНК-вирусов характерна высокая ско-
рость мутаций, что часто приводит к формирова-
нию квазивидов в организме одного хозяина. Во 
многих работах в образцах от больных COVID-19 
идентифицированы одновременно несколько виру-
сов с разными SNV в геномах [6–9, 19]. Мы пола-
гаем, что найденные в 4 образцах единичные SNV 
также можно объяснить естественной эволюцией 
вирусных геномов в организме хозяина. 

Пятый образец (d186dl477) отличался от про-
чих гетерогенных образцов тем, что в нем были 
обнаружены сразу 3 SNP и 1 гетерогенный участок 
длиной в 3 нуклеотида. При этом значения относи-
тельного покрытия в этих позициях, хотя и разли-
чались, но не принципиально, что позволяет утвер-
ждать, что в этом образце имеется смесь штаммов. 
Мы полагаем, что для объяснения этого явления 
можно выдвинуть два предположения: беспреце-
дентно быстрая эволюция вируса в организме имен-
но этого пациента либо инфекция разными штамма-
ми SARS-CoV-2. 

Недавно опубликованные работы показыва-
ют, что частота мутаций SARS-CoV-2 — примерно 
такая же, как и в геноме SARS-CoV (0,80–2,38 × 
10–3 нуклеотидных замен на сайт в год) [19, 30, 31].  
J. Kuipers  и соавт. [9], статистически проанализи-
ровав большое количество «сырых» данных секве-
нирования из разных лабораторий, показали, что 
гетерогенность вирусной популяции в образце 
положительно коррелирует с увеличением возрас-
та пациентов. Образец d186dl477 был получен от 
84-летней пациентки. Если мы примем для теорети-
ческих расчетов скорость мутаций, равную макси-
мально возможной (2,38 × 10–3 нуклеотидных замен 
на сайт в год), то при продолжительности развития 
заболевания 5 дней в геноме SARS-CoV-2 могло 
сформироваться до 10 мутаций. 

В пользу предположения об эволюции также 
свидетельствует тот факт, что четыре из общих для 
обоих штаммов мутаций имеют низкую частоту 
встречаемости в мире — >0,01–0,24%. Образова-
ние SNV в результате последовательной эволюции 
должно было бы отразиться на частоте мутаций. 
Однако наблюдаемая разница в значениях покры-
тий минорного SNV невелика. В отсутствие клини-
ческих данных и информации о продолжительности 
заболевания у пациента, от которого был получен 
образец d186dl477, мы не можем однозначно утвер-
ждать, что гетерогенность является следствием 
естественной эволюции вируса. Данных для обо-
снования альтернативной гипотезы (о ко-инфекции, 
возникшей вследствие заражения вторым штаммом 
SARS-CoV-2) также недостаточно. 

Вслед за авторами работы [9] мы полагаем, 
что важно установить (в перспективе), связана ли 

гетерогенность популяций SARS-CoV-2 с прогрес-
сированием заболевания, увеличивается ли вероят-
ность обнаружения гетерогенных образцов вместе с 
возрастом пациента. Также необходимо определить 
критерии, позволяющие отличить случаи повтор-
ного заражения от гетерогенности, возникающей 
вследствие естественной эволюции вируса.
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