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Аннотация. В данном исследовании авторами решались задачи разработки и испытания методик 
определения в пробах воды ДНК опасных вирусов папилломы человека 6-го и 16-го типов. Биоин-
формационными методами с помощью базы данных NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) и программы BioEdit были изучены консервативные участки нуклеотидных последова-
тельностей HPV6 L1 и HPV16 L1. Всего было исследовано 135 нуклеотидных последовательно-
стей HPV6 L1 и 945 нуклеотидных последовательностей HPV16 L1. На выявленные консерватив-
ные участки нуклеотидных сиквенсов, с помощью специализированных программ (PerlPrimer 
v.1.1.21, FastPCR 6.6, Primer3Plus), было разработано 5 пар специфических праймеров. Опробовано 
несколько методик взятия проб из различных водных объектов, находящихся в районе пос. Листвянка 
(оз. Байкал). Образцы подвергались комплексной очистке от нерастворимых частиц и бактери-
ального загрязнения, затем исследовались на наличие ДНК ВПЧ с помощью ПЦР-анализа с исполь-
зованием праймеров, комплементарных генетическим последовательностям ВПЧ6 L1 и ВПЧ16 L1. 
В результате проведенных исследований в водных пробах были обнаружены ДНК ВПЧ 6-го и 16-го 
типов. Разработанные и опробованные методики взятия и исследования проб из различных вод-
ных источников Байкальской природной территории с последующим проведением ПЦР-анализа 
позволили получить положительные результаты присутствия опасных вирусов. Полагаем, что 
предложенные методики тестирования водных проб на наличие в них ВПЧ будут полезны при раз-
работке эффективного мониторинга водных объектов и сточных вод не только Байкальского, но 
и других регионов. 
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Abstract. The present study aims to develop and test procedures for detecting the DNA of dangerous hu-
man papillomaviruses (HPV) types 6 and 16 in water samples. The conserved segments of HPV 6 L1 and 
HPV 16 L1 nucleic acid sequences were studied using bioinformatic methods with the help of the NCBI (Na-
tional Center for Biotechnology Information) database and the BioEdit program. A total of 135 nucleic acid 
sequences of HPV6 L1 and 945 nucleic acid sequences of HPV16 L1 were examined. Five pairs of specific 
primers were developed for the identified conserved segments of nucleic acid sequences using specialized 
programs (PerlPrimer v.1.1.21, FastPCR 6.6, and Primer3Plus). In addition, several procedures for collecting 
samples from various water bodies located near Listvyanka settlement (Lake Baikal) were tested. The sam-
ples were subjected to comprehensive purification from insoluble particles and bacterial contamination to be 
tested for the presence of HPV DNA via PCR analysis using primers complementary to the nucleic acid se-
quences of HPV6 L1 and HPV16 L1. The conducted studies revealed HPV 6 and HPV 16 DNA in the water 
samples. Due to the use of the developed and tested procedures for collecting and examining samples from 
various water sources in the Baikal Natural Territory followed by a PCR analysis, it was possible to detect the 
presence of dangerous viruses. The proposed procedure of testing water samples for the presence of HPV 
can be useful in developing effective monitoring of water bodies and wastewater both in Baikal and other 
regions. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Вирусы папилломы человека (ВПЧ) – это 

большая группа патогенных генетически разно-
родных ДНК-содержащих вирусов, которая полу-
чила довольно широкое распространение в че-
ловеческой популяции. Сам по себе ВПЧ не яв-
ляется смертельно опасным заболеванием, риск 
летального исхода возникает при трансформа-
ции новообразований в злокачественные опухо-
ли. Поэтому среди папилломавирусов выделяют 
виды с низким и высоким онкогенным риском.  

Наиболее известной формой рака, вызван-
ной ВПЧ, является рак шейки матки, за 70% слу-
чаев рака шейки матки ответственны вирусы  
16-го и 18-го типов. В ряде стран распространен-
ность ВПЧ-инфекции у женщин оценивается  
в 40–80%, а вероятность персистенции ВПЧ-
инфекции – в 80–90% [1, 2]. По данным Всемир-
ной организации здравоохранения, этот вид рака 
занимает четвертое место в мире по распро-
страненности и является причиной 7,5% всех 
случаев смерти от онкологических заболеваний. 
Например, только в 2018 г. в мире от этого забо-
левания скончалось 311000 женщин

1
. По много-

летним наблюдениям российских ученых, смерт-
ность от рака шейки матки в нашей стране со-
ставила в среднем 6000 женщин ежегодно (в пе-

риод 2005–2015 гг.) [4]. ВПЧ 6-го типа приводит к 
образованию остроконечных кондилом и может 
провоцировать развитие респираторного папил-
ломатоза, при котором опухоли образуются в 
дыхательных путях, идущих от носа и полости 
рта в легкие.  

Основной метод защиты от ВПЧ – своевре-
менная вакцинация. В некоторых странах она 
проводится девочкам начиная с 9–11 лет, а в 
США и Канаде прививка делается и мальчикам 
для снижения числа носителей вируса. Понимая 
угрозу распространения ВПЧ, в США, например, 
ежегодные расходы на цели профилактики и 
борьбы с ВПЧ-ассоциированными болезнями 
составляют около 3 млрд долл. [5, 6]. В России 
вакцинация не является обязательной и не входит 
в национальный календарь профилактических 
прививок, однако она рекомендована Союзом пе-
диатров России, и многие регионы выделяют 
средства на бесплатную вакцинацию девочек

2
.  

Считается, что папилломавирусы имеют до-
статочно высокую устойчивость к воздействию 
внешних факторов: хорошо переносят высокие 
температуры, воздействие ультрафиолетовых 
лучей, эфира, хлороформа и других химических 
веществ [7, 8]. Подтверждением этому служит 
ряд исследований ученых разных стран, в ходе 

   

1
Human papillomavirus (HPV) and cervical cancer // World Health Organization (WHO). 24 January 2019. Avail-

able from: https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/human-papillomavirus-(hpv)-and-cervical-cancer 
[Accessed 12

th
 October 2020]. 

2
Кодзаева Н. Лечение ВПЧ [Электронный ресурс] // Медпортал. URL: https://medportal.ru/enc/infec-

tion/std/lechenie-vpch/ (15.04.2021). 
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которых присутствие ВПЧ обнаружено в водое-
мах и сточных водах [9–17]. Принято считать, что 
основным путем передачи инфекций ВПЧ явля-
ется генитальный контакт. Однако есть подтвер-
жденные случаи инфицирования ВПЧ лиц, не 
вступавших в половые отношения [7, 8, 18]. По-
скольку папилломавирусы могут передаваться 
не только половым путем, присутствие ВПЧ в 
водоемах создает потенциальную угрозу пере-
дачи инфекции через контакт с водой.  

Исследования различных водоемов, находя-
щихся вблизи населенных пунктов, а также сточ-
ных вод на наличие в них ВПЧ стали проводиться 
относительно недавно. Нам не удалось обнару-
жить информацию о проведении подобных иссле-
дований в Байкальском регионе, хотя, согласно 
медицинской статистике, уровень ВПЧ-ассо-
циированных заболеваний как в России в целом, 
так и в Иркутской области остается крайне высо-
ким [4, 19].  

Нашей целью являлась разработка и испы-
тание методик взятия проб воды и их комплекс-
ной очистки от нерастворимых частиц и бактери-
ального загрязнения с последующим проведени-
ем ПЦР-анализа для выявления ДНК вирусов 
папилломы человека. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
1. Разработка дизайна специфических 

праймеров, необходимых для проведения  
ПЦР-анализа: 

– множественное нуклеотидное выравнива-
ние различных изолятов HPV6 L1, HPV16 L1. 
Поиск нуклеотидных последовательностей раз-
личных изолятов ВПЧ6 и ВПЧ16 осуществляли с 
помощью крупнейшей базы данных генетических 
последовательностей NCBI (GenBank). Инфор-
мация в NCBI находится в свободном доступе. 
Для получения необходимых нуклеотидных 
сиквенсов использовался персональный компь-
ютер с доступом в сеть «Интернет». Последова-
тельности HPV6 L1 и HPV16 L1, кодирующие ос-
новной поверхностный белок L1 папилломавиру-
сов человека, сохранялись в виде массивов дан-
ных в формате txt. Определение консервативных 
участков в нуклеотидных последовательностях 
HPV6 L1 и HPV16 L1 осуществляли с помощью 
редактора множественного выравнивания нук-
леотидных и аминокислотных последовательно-
стей BioEdit (версия 7.2.5.) и программы Clustal 
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 
Для множественного нуклеотидного выравнива-
ния HPV6 L1 использовали 139 сиквенсов. Вы-
равнивание проводили относительно “HG793924.1” 
Human papillomavirus type 6 complete genome, 
isolate 116 (NCBI). Множественное нуклеотидное 
выравнивание проводили с использованием 945 
сиквенсов HPV16 L1. Выравнивание осуществ-
ляли относительно “U37217.1” Human papilloma-
virus type 16 variant L1 and L2 capsid protein 

genes, complete cds (NCBI); 
– подбор специфических праймеров к HPV6 L1 

и HPV16 L1 с помощью бионформационных про-
грамм. Дизайн специфических праймеров, необ-
ходимых для проведения ПЦР-анализа, разраба-
тывали с помощью специализированных программ 
PerlPrimer (версия 1.1.21), FastPCR (версия 6.6) и 
Primer3Plus. Для этого нуклеотидные сиквенсы 
HPV6 L1 и HPV16 L1 загружали в указанные выше 
программы, которые позволяли вычислять опти-
мальные пары специфических праймеров. Из 
предложенных вариантов праймеров отбирались 
те пары, которые были комплементарны выявлен-
ным консервативным участкам последовательно-
стей ДНК папилломавирусов. 

2. Методики взятия и обработки образцов 
из различных водных источников: 

а) методика взятия проб воды и последую-
щая их очистка от нерастворимых частиц и 
бактериального загрязнения:  

– в стерильные пластиковые емкости объе-
мом 500 мл (Corning) помещали образцы быто-
вых стоков; взятие образцов производили из 
разных водных объектов или из одного, но с ин-
тервалом 5 мин; всего использовали 6 пластико-
вых емкостей на одну точку пробоотбора; 

– после взятия образцов пластиковые емко-
сти закупоривались, их поверхность обрабаты-
валась дезинфицирующим раствором 96%-го 
этилового спирта и 3%-й перекиси водорода); 

– после маркировки пластиковые емкости с 
пробами воды упаковывались в теплоизоляци-
онный контейнер, не пропускающий солнечный 
свет; 

– очистка образцов от крупных частиц осу-
ществлялась с помощью центрифугирования в 
следующих условиях: 4000 g, 15 мин при 4 ºС 
(KR 22i Jouan, Франция, центрифужные пробирки 
на 50 мл); 

– очистка образцов от мелких частиц и бак-
терий производилась путем центрифугирования 
в следующих условиях: 10000 g, 15 мин при 4 ºС 
(KR 22i Jouan, Франция, центрифужные пробирки 
также на 50 мл); 

– окончательная очистка образцов бытовых 
стоков от бактерий осуществлялась с помощью 
фильтрации через бактериальные фильтры с диа-
метром пор 0,2 мкм (Whatman, GE Healthcare); 

– выделение вирусной ДНК из очищенных 
образцов осуществляли с помощью ультрацен-
трифужных модулей Amicon Ultra-15 (Millipore, 
Ирландия), для этого использовалась центрифу-
га СМ-6М.01 (ELMI, Латвия) с адаптером для 
пробирок типа Фалькон на 50 мл. 

Дополнительным этапом было концентрирова-
ние и очистка вирусной ДНК с помощью реактива 
TRI REAGENT (Molecular Research Center, Inc., 
США). Образцы вирусной ДНК переносились в про-
бирки объемом 50 мл типа Фалькон (SARSTEDT, 
Германия), которые при необходимости помеща-
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лись в низкотемпературный холодильник на -80 ºС. 

б) методика взятия образцов из различных 

водных источников, включая сточные воды, с 
помощью набора “для концентрирования виру-
сов из расфасованных вод и экстрактов пище-
вых продуктов” (РНПЦ эпидемиологии и микро-
биологии, Беларусь): 

– водные образцы помещались в стерильные 
пластиковые емкости; 

– во вскрытые в стерильных условиях емко-
сти вносили по 0,25 г адсорбента из набора; ем-
кости закрывали и помещали на шуттель-
аппарат или шейкер для встряхивания;  

– пробирку с адсорбентом центрифугировали 
при 2000 об./мин, после чего удаляли суперна-
тант, а осадок промывали в 3 мл стерильной би-
дистиллированной воды, затем центрифугиро-
вали при 2000 об./мин; 

– адсорбент заливали 3-мя мл элюента из набо-
ра и встряхивали на шуттель-аппарате или шейкере, 
затем центрифугировали при 2000 об./мин; отбирали 
супернатант в пробирку, куда помещали ПЭГ-6000 
из набора; смесь перемешивали и инкубировали 
при 4 ºС в течение 12 ч; 

– после инкубации суспензию центрифугиро-
вали при 4000 об./мин в течение 1,5 ч; суперна-
тант удаляли, а осадок ресуспендировали в 200 мкл 
стерильной бидистиллированной воды и замо-
раживали при -20 ºС. 

Дополнительным этапом было концентриро-
вание и очистка вирусной ДНК с помощью реак-
тива TRI REAGENT. 

в) методика взятия образцов из различных 
водных источников, включая сточные воды, с 
помощью набора “для концентрирования виру-
сов из питьевой воды в системе децентрали-
зованного хозяйственно-питьевого водоснаб-
жения, поверхностных и сточных вод” (РНПЦ 
эпидемиологии и микробиологии, Беларусь):  

– пакет с адсорбентом из набора помещали в 
водоисточник на глубину 10–15 см от поверхно-
сти на 24 ч; 

– для элюирования вирусных частиц пакет с 
адсорбентом помещали в чашку Петри и вскры-
вали его; к адсорбенту приливали 3 мл элюента, 
затем полученную взвесь инкубировали при ком-
натной температуре; 

– взвесь адсорбента помещали в пробирку и 
центрифугировали при 2000 об./мин; суперна-
тант помещали в пробирку и добавляли 2 объе-
ма хлороформа; полученную смесь встряхивали, 
а затем центрифугировали при 2000 об./мин; су-
пернатант помещали в стерильную пробирку и 
хранили при -20 ºС. 

Дополнительным этапом было концентриро-
вание и очистка вирусной ДНК с помощью TRI 
REAGENT. 

г) методика взятия образцов из различных 
водных источников, включая сточные воды, с 
помощью набора “для концентрирования виру-

сов из, поверхностных вод, водоисточников и 
колодцев” (РНПЦ эпидемиологии и микробиоло-
гии, Беларусь): 

– волокнистый фильтр помещали в водо-
источник на глубину 10–15 см; время экспозиции 
фильтра зависело от скорости течения воды и 
могло варьировать от 2 до 10 ч:  

– для элюирования вирусных частиц в ем-
кость с фильтром приливали 45 мл элюента и 
инкубировали; 

– к полученному элюату добавляли ПЭГ-6000 
из набора. Смесь перемешивали и помещали на 
10–12 ч для инкубации при температуре 4-6 ºС; 

г) полученную суспензию центрифугировали 
при 3000 об./мин. Супернатант удаляли, а для 
исследования оставляли нижнюю фазу объемом 
5 мл;  

д) удаление бактериальной флоры осу-
ществляли с помощью хлороформа. 

Дополнительным этапом было концентриро-
вание и очистка вирусной ДНК с помощью TRI 
REAGENT. 

3. ПЦР-анализ проб воды. Для определения в 
образцах водных проб наличия ДНК высокопато-
генных типов папилломавирусов использовали 8 
пар праймеров. Так как мы не обладали инфор-
мацией о том, какие изоляты ВПЧ распростране-
ны в нашем регионе, было принято решение ис-
пользовать праймеры GP5+/6+, созданные к вы-
сококонсервативным участкам HPV6 L1 и 
HPV16 L1 [20, 21]. Использовались также 5 пар 
праймеров собственного дизайна. 

Полимеразную цепную реакцию осуществля-
ли в ДНК-амплификаторах GENE CYCLER (Bio-
Rad, Япония) и Мastercycler personal (Eppendorf, 
Германия). Для ПЦР использовали 3 вида набо-
ров: ReadyMix (Sigma-Aldrich, США), К001 и К002 
(SibEnzyme, Россия).  

Этапы ПЦР-анализа с использованием набо-
ра ReadyMix проводили в следующих темпера-
турных режимах:  

– инициирующая денатурация – 94 ºC, 5 мин;  
– 35 циклов амплификации: денатурация – 95 ºС, 

45 с (отжиг для каждой пары праймеров подби-
рался индивидуально, 45 с), и элонгация – 72 °C, 
2 мин;  

– заключительная элонгация – 72 °C, 5 мин. 
ПЦР с использованием наборов К001 и К002 

проводили в следующем температурном режи-
ме:  

– инициирующая денатурация (94 ºC, 3 мин., 
80 ºC, 30 сек); 

– 30 циклов амплификации: денатурация (95 °С, 
15 сек), отжиг для каждой пары праймеров под-
бирался индивидуально (30 сек) и элонгация (72 °C, 
2 мин); 

Качество ПЦР-продукта определяли с помо-
щью аппарата для проведения электрофорети-
ческого разделения нуклеиновых кислот Mini gel 
unit, (Amersham Biosciences, США) в 1,2–1,7%-м 
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агарозном геле (GE Healthcare, Швеция; Диаэм, 
Россия; Biotechnology, США) с окрашиванием 
бромистым этидием и визуализацией на гель-
документирующей системе GelDoc XR+ (Bio-Rad, 
США). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В результате нуклеотидного выравнивания 

были определены консервативные участки 
сиквенса HPV6 L1 и HPV16 L1. При выявлении 
консервативных участков у HPV16 L1 возникли 
некоторые сложности, связанные с большим ко-
личеством выравниваемых последовательно-
стей, при которых наблюдалось значительное 
различие между сиквенсами. В итоге удалось 
обнаружить малое количество участков, которые 
у всех 945 нуклеотидных последовательностей 
были идентичны. Успешная разработка эффек-
тивных праймеров в таких условиях показалась 
маловероятной, поэтому было решено в каче-
стве консервативных участков остановиться на 
тех, в которых при множественном выравнива-
нии обнаружены минимальные различия (1 нук-
леотид) у единичных изолятов.  

Используя выявленные консервативные 
участки сиквенса HPV6 L1 и HPV16 L1, с помо-
щью биоинформационных программ было раз-
работано 5 пар праймеров.  

Для последовательности HPV6 L1: 
1-ая пара: 
Forward: 5ʹ-TGTTGTGCCAAAGGTGTCAG-3ʹ 

(20 п.н.) Tm= 61,52 ºС; 
Revers: 5ʹ-GTGTCAACCATATCGCCATCC-3ʹ 

(21 п.н.) Tm= 61,64 ºС; 
2-ая пара:  
Forward: 5ʹ-ATGGCTGCAGACCCATATGG-3ʹ 

(20 п.н.) Tm= 59,9 ºС; 
Revers: 5ʹ-AGGTAATGGCCTGTGACTGC-3ʹ 

(20 п.н.) Tm= 60 ºС. 
Для последовательности HPV16 L1: 
1-ая пара: 
Forward: 5ʹ-CTGTGTAGGTGTTGAGGTAGG-3ʹ 

(21 п.н.) Tm=59,94 ºС; 
Revers: 5ʹ-TGTAGAGGTAGATGAGGTGG-3ʹ 

(20 п.н.) Tm=57,73 ºС; 
2-ая пара:  
Forward: 5ʹ-CTGTGTAGGTGTTGAGGTAGG-3ʹ 

(21 п.н.) Tm=59,94 ºС; 
Revers: 5ʹ-AGCCTGTAATGTAGTAAAGTCC-3ʹ 

(22 п.н.) Tm=57,74 ºС;  
3-я пара: 
Forward: 5ʹ-CTACTTGCAGTTGGACATCCC-3ʹ 

(21 п.н.) Tm= 56,19 ºС; 
Revers: 5ʹ-CAGCCGCTGTGTATCTGGATT-3ʹ 

(21 п.н.) Tm= 56,7 ºС. 
Для испытания представленных выше мето-

дик были взяты водные образцы из оз. Байкал в 
районе п. Листвянка. Отмечено, что все методи-
ки взятия образцов оказались достаточно эф-
фективными и позволили получить искомые ре-
зультаты. При этом методики а и б являются 
наиболее универсальными и позволяют брать 
пробы из любых водоисточников и с любой глу-
бины, а методика б является также более про-
стой в реализации и позволяет получать не 
только вирусную ДНК, но и вирусные частицы. 
Методика в дает возможность брать пробы с не-
большой глубины и позволяет обнаружить даже 
небольшое количество вирусного материала в 
большом объеме воды. Методику г целесооб-
разно применять для водоисточников с умерен-
ным и сильным потоком воды. 

В результате ПЦР-анализа водных проб, взя-
тых в районе пляжа п. Листвянка у береговой 
черты, были обнаружены ДНК папилломавиру-
сов 6-го и 16-го типов (рис. 1, 2). 

 

 
 

Рис. 1. Электрофоретическое разделение продуктов амплификации, полученных с использованием образцов,  
взятых в районе пляжа в п. Листвянка (оз. Байкал). Пара праймеров к HPV6 L1 (571 п.н.). Примечание:  

1, 8 – ДНК маркер на 100 bp (СибЭнзим); 2 – контрольный образец (дистиллированная вода); 3-7 – исследуемые образцы 
 

Fig. 1. Electrophoretic separation of amplification products obtained using samples taken 
in the beach area in Listvyanka (Lake Baikal). A pair of primers for HPV6 L1 (571 bp): 

1, 8 – DNA marker per 100 bp (SibEnzyme); 2 – control sample (distilled water); 3-7 – tested samples 



Столбиков А. С., Саляев Р. К., Рекославская Н. И. Разработка и испытание методик … 
Stolbikov A. S., Salyaev R. K., Rekoslavskaya N. I. Development and testing of procedures … 

 

 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 
 

545 
 

 

 
 

Рис. 2. Электрофоретическое разделение продуктов амплификации, полученных с использованием образцов,  
взятых в районе пляжа п. Листвянка (оз. Байкал). Пара праймеров к HPV16 L1 (342 п.н.): 

1 – ДНК маркер на 100 bp (Bioron, Германия); 2 – контрольный образец (дистиллированная вода); 
3 – контрольный образец (водопроводная вода); 4–8 – исследуемые образцы 

 

Fig. 2. Electrophoretic separation of amplification products obtained using samples taken 
in the beach area of Listvyanka (Lake Baikal). A pair of primers for HPV16 L1 (342 bp): 

1 – DNA marker at 100 bp (Bioron, Germany); 2 – control sample (distilled water); 
3 – control sample (tap water); 4–8 – tested samples 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Опробованные нами методики взятия и ис-

следования проб из различных водных источни-
ков в районе п. Листвянка с последующим про-
ведением ПЦР-анализа позволили получить ис-
комые положительные результаты. Анализ при-
брежных вод, проведенный с помощью указан-
ных выше методик, показал присутствие ДНК 

патогенных вирусов папилломы человека 6-го и 
16-го типов. 

Полагаем, что предложенные методики те-
стирования водных проб на наличие в них ВПЧ 
будут полезны при разработке эффективного 
мониторинга водных объектов и сточных вод не 
только Байкальского, но и других регионов. 
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