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Исследования по метагеномике виромов, ассоциированных с симбиотическими микробными сообще-
ствами, представляют собой быстро развивающуюся область. Большая часть таких работ направлена на
изучение вирусных сообществ фекалий человека или животных. Новая технология секвенирования
компании Oxford Nanopore с получением длинных прочтений, которая стала доступна в последние го-
ды, создает принципиально новые возможности при исследовании некультивируемых вирусных со-
обществ. Однако, по сравнению с традиционными методами NGS секвенирования, эта технология
значительно более требовательна к количеству и качеству ДНК. Мы разработали простой, дешевый
и эффективный протокол для выделения ДНК вирусного сообщества фекалий лошади, пригодной
для секвенирования по данной технологии. Методика может быть адаптирована и для работы с дру-
гими объектами.
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Микробные сообщества с высокой плотно-
стью жизни весьма часто встречаются в природе.
Такие сообщества могут быть как свободноживу-
щими, так и симбиотическими, как, например,
кишечные микробиомы животных. Ассоцииро-
ванные с микробными экосистемами виромы
(сообщества вирусов, преимущественно бакте-
риофагов), оказывают многообразное влияние на
структуру, адаптацию и другие аспекты активно-
сти бактерий в сообществе (Shkoporov, Hill, 2019).
В настоящее время из всего многообразия природ-
ных высокоплотных экосистем обширные данные о
составе, динамике и биогеографии виромов полу-
чены только для кишечного сообщества человека.
Однако для расшифровки экологических “правил
игры” вирусов и их хозяев в подобных сообществах
и механизмов, контролирующих эти правила, необ-
ходимо подробное изучение некоторого числа
альтернативных, существенно отличающихся
симбиотических экосистем. Современные воз-
можности обработки больших данных и глубоко-

го обучения способны обеспечить выполнимость
такого анализа, однако для его проведения необ-
ходима разработка комплексной методологии,
включающей экспериментальные микробиоло-
гические и вирусологические методы, а также
сравнительную геномику вирусных изолятов.

Длительная персистенция определенных
групп колифагов, которая наблюдалась одновре-
менно у нескольких животных, содержавшихся в
одном и том же хозяйстве (Kulikov et al., 2012;
Babenko et al., 2019), при отсутствии этих фагов в
других популяциях косвенно свидетельствует о
том, что состав вирома кишечника взрослых ло-
шадей подвержен влиянию за счет продолжаю-
щегося переноса вирусов и бактерий между инди-
видуумами; последнее было предположено в ре-
зультате исследований микробиоты кишечника
лошадей (Costa et al., 2015; Julliand, Grimm, 2016).
Это свойство отличает виром лошади от человече-
ского, ландшафт которого, видимо, отражает чрез-
вычайно индивидуальную историю заселения ки-
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шечника в раннем возрасте и в значительной мере
сохраняется в течение последующей жизни (Shko-
porov, Hill, 2019). Эти особенности экологии бак-
териофагов в кишечнике приводят к предположе-
нию, что локальные популяции лошадей могут
содержать общие пулы ассоциированных фагов –
локальные панвиромы, которые по своему соста-
ву могут значительно отличаться от панвиромов
других популяций.

Для экспериментальной проверки данной гипо-
тезы необходимо иметь возможность быстрого вы-
деления вирусного компонента из фекалий лошади.
Выделяемые препараты метавиромов должны от-
вечать ряду требований, а именно: быть свободными
от геномной ДНК бактерий и лошади и позволять
выделение высокоочищенных препаратов ДНК ме-
тавирома, которая может быть секвенирована, в том
числе, наиболее чувствительными к качеству ДНК
методами, такими как технология мономолекуляр-
ного секвенирования Oxford Nanopore (Jain et al.,
2016). Предложенная нами методика выделения
суммарных препаратов метавиромов фекалий ло-
шади соответствует этим критериям.

Методика основана на свойстве полиэтилен-
гликоля осаждать фаговые частицы из растворов
с высокой ионной силой (Vajda, 1978). Несмотря
на ряд ограничений, указанных в исходной ста-
тье, метод после оптимизации и валидации ак-
тивно применяется сегодня для выделения бакте-
риофагов (Milani et al., 2018), а также метавиро-
мов из фекалий человека для метагеномных
исследований (Thurber et al., 2009; Castro-Mejia
et al., 2015). Однако в указанных работах после
осаждения вирусов ПЭГ использовали очистку цен-
трифугированием в градиенте хлористого цезия. Та-
кая методика хотя и приводит к получению препара-
тов очень высокой чистоты, сопряжена с большими
потерями вирусов и искажением состава сообще-
ства. Часть бактериофагов разрушается и агрегирует
при высоких концентрациях CsCl. Кроме того, про-
цедура диализа также сопряжена с существенными
потерями материала.

Важной и затрудняющей работу особенностью
фекалий лошади оказывается высокое содержа-
ние в них нерастворимой фракции (целлюлозные
волокна, непереваренные остатки пищи и пр.), в
том числе низкоплотной, легко флотирующей при
центрифугировании. Эта особенность заставляет
активно применять методы фильтрования вместо
центрифугирования и вызывает большие трудно-
сти из-за ограниченной емкости существующих
мелкопористых фильтрующих материалов (мем-
бранных фильтров и пр.). Помимо этого, при ра-
боте с фекалиями лошади возникало дополнитель-
ное затруднение. После первичного осветления
экстракта биоматериала низкоскоростным цен-
трифугированием в супернатанте быстро форми-
руется преципитат. По-видимому, этот преципи-

тат образуется из-за окисления присутствующих
в фекалиях растворимых органических соедине-
ний. Наличие преципитата делало практически
невозможным использование мембранных филь-
тров для удаления бактериального и иного мелко-
дисперсного дебриса, так как эти фильтры быстро
забиваются. Для преодоления этого затруднения
мы использовали фильтрацию через многослой-
ный фильтр.

После оптимизации методики мы останови-
лись на следующем протоколе.

Навеску (около 20 г сырого веса) свежеото-
бранных фекалий лошади помещали в кониче-
скую колбу со 100 мл экстракционного раствора
(0.2 M NaCl, 0.1 г/л NaN3, 1 г/л Tween 20; “Sigma-
Aldrich”, США) и экстрагировали растворимую
фракцию фекалий на орбитальном шейкере при
комнатной температуре в течение 2 ч (100 об./мин).
Полученный грубый экстракт фильтровали через
воронку Бюхнера под вакуумом через 4 слоя вис-
козно-полиэстерного нетканого материала (“Чу-
до-тряпка”; “Комус”, Россия), к фильтрату до-
бавляли панкреатическую ДНКазу до 10 мкг/мл и
инкубировали 15 мин при комнатной температу-
ре. Фильтрат центрифугировали в течение 15 мин
при 10000 g в роторе JA-14 (“Beckman”, СШA) и
аккуратно отделяли супернатант от осадка. Далее в
фильтровальной колбе с составным фильтром из
пористого стекла (“Millipore”, СШA) готовили ди-
намический многослойный одноразовый филь-
трующий элемент, состоящий из слоя стеклянной
фильтровальной бумаги (GF-C, “Whatman”,
СШA), слоя толстой фильтровальной бумаги
Whatman 3MM (“Whatman”, СШA) и слоя диато-
мита (Celite Hyflo Supercel, “Sigma-Aldrich”,
СШA). Слой диатомита наносили путем филь-
трации под вакуумом 10% суспензии диатомита в
дистиллированной воде так, чтобы его слой был в
итоге высотой 2–3 мм. На подготовленный
фильтр наносили супернатант и фильтровали его
под вакуумом. Полученный прозрачный филь-
трат доводили до 0.6 М концентрации по NaCl до-
бавлением сухой соли, к раствору добавляли су-
хой полиэтиленгликоль (Mr = 6000, “Panreac”,
ЕС) и растворяли его аккуратным перемешива-
нием на орбитальном шейкере (45 об./мин). По-
сле полного растворения полиэтиленгликоля
препараты выдерживали неделю при 4°С до обра-
зования коричнево-зеленоватого осадка. Осадок
отделяли центрифугированием (15 мин при 10000 g в
роторе JA-14; “Beckman”, СШA) и ресуспендирова-
ли в 5 мл физиологического раствора. Полученный
осадок содержал преимущественно вирусную фрак-
цию фекалий.

Выделение ДНК из аликвоты осадка проводи-
ли методом лизиса катионными детергентами
(цетилтриметиламмония бромид, CTAB), опи-
санным в работе (Thomas et al., 1997) и хорошо за-
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рекомендовавшим себя для выделения ДНК из
сложных образцов, содержащих ингибирующие
ДНК-полимеразы примеси (кровь, фекалии и пр.)
(Tang et al., 2008). Полученная геномная ДНК ха-
рактеризовалась высокой молекулярной массой
(по данным гель-электрофореза в агарозных ге-
лях) и отсутствием видимых примесей низкомо-
лекулярных нуклеиновых кислот (рис. 1).

Выход ДНК был достаточно большим, что поз-
воляло получить до 1.5 мкг ДНК из одного образ-
ца, чего достаточно для любых современных ме-

тодов высокопроизводительного секвенирования
(NGS).

Качество полученной ДНК оказалось достаточ-
но высоким, чтобы ее можно было секвенировать
не только методами NGS, включающими предва-
рительную амплификацию (в нашей работе мы ис-
пользовали платформу Ion Proton (“Thermo Fischer
Scientific”, США)), но и прямым методом секвени-
рования длинных ридов без амплификации (секве-
натор MinION производства “Oxford Nanopore”,
США). Спектральные отношения оптической
плотности полученных препаратов 260/280 нм и
260/230 нм составляли 1.85 и 1.1 соответственно. В
обоих случаях секвенирование осуществляли по
стандартным протоколам, рекомендованным про-
изводителями. При дополнительной процедуре
очистки образца от короткой фракции фрагментов
ДНК (100–3000 п.н.) с помощью протокола (SPRI
size selection protocol) отношение поглощения на
длинах волн 260 и 230 нм (A260/230) приближаются
к рекомендованным значениям (1.6–1.8) пригод-
ных для приготовления библиотек длинных ридов.
Для проведения секвенирования длинных ридов
использовался набор реактивов SQK-LSK109 и
ячейка FLO-MIN106 (“Oxford Nanopore”, США).

Распределение длин и качества прочтений при
секвенировании прибором MinION (рис. 2, 3)
свидетельствуют о полной пригодности получен-
ной ДНК для секвенирования данным методом.
Предварительный анализ данных указал на низ-
кий уровень контаминации ДНК вирома генети-
ческим материалом бактерий и макроорганизма
(не более 1%).

Минимальное количество шагов, низкая себе-
стоимость, высокая воспроизводимость, возмож-
ность прямого секвенирования выделяемой ДНК
и отсутствие потенциально травмирующих виру-

Рис. 1. Гель-электрофорез образцов ДНК метавиро-
мов кишечного сообщества лошади. Дорожки 1–4 –
независимо выделенные препараты вирусных ДНК;
дорожка 5 – маркер длин фрагментов ДНК (1 kb DNA
Ladder, “Сибэнзим”, Россия).
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Рис. 2. Распределение длин прочтений ДНК метавирома, выделенных из фекалий лошади по описанной методике и
секвенированных без амплификации на приборе MinION Oxford Nanopore. На гистограмме указано значение N50
12.83 т.п.н., максимальная длина рида больше 180 т.п.н.
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сы процедур (центрифугирование в градиенте
плотности хлорида цезия, диализ) позволяет счи-
тать разработанный нами протокол выделения
метавиромов адекватным для решения широкого
круга задач, связанных с определением динамики
вирусной компоненты симбиотической микро-
флоры животных.
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Abstract—Metagenomics of the viromes associated with symbiotic microbial communities is a rapidly ex-
panding field of research. Most of the relevant studies deal with the viral communities of human or animal
feces. The novel technology of long-reads sequencing from Oxford Nanopore that became available during
the last years provides outstanding new possibilities for research of uncultured viral communities. However,
compared to classical NGS sequencing, this technology is much more sensitive to the quantity and quality of
sequenced DNA. We developed a simple, cheap, and efficient protocol for extraction of total virome DNA
from horse feces yielding the DNA samples suitable for long-read sequencing. This method can be adapted
for the work with other difficult objects.
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