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Аннотация. В  данной работе представлен комплексный анализ артефак-
тов секвенирования, возникающих при использовании технологии Oxford 
Nanopore Technology (ONT), на примере ошибочного обнаружения свободно-
живущей амёбы Naegleria fowleri в образцах крови пациентов с малярией 
(Plasmodium falciparum). Во всех четырёх исследованных образцах были 
идентифицированы последовательности, демонстрирующие практически 
100  % идентичность с геномом N. fowleri по данным BLAST-анализа. Однако 
последующая многоуровневая верификация, включающая филогенети-
ческий анализ, предсказание открытых рамок считывания (ORF) и  моде-
лирование трёхмерной структуры белков с  использованием AlphaFold3, 
позволила установить артефактную природу этих находок. Полученные 
результаты подчёркивают критическую важность комплексной валидации 
данных ONT в  клинических исследованиях, где ложноположительные ре-
зультаты могут привести к  серьёзным диагностическим ошибкам. Особое 
внимание уделено анализу возможных источников артефактов, включая 
систематические ошибки секвенирования, особенности биоинформатиче-
ской обработки данных и проблемы референсных баз. 
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Summary. In this work, a comprehensive analysis of sequencing 
artifacts generated using Oxford Nanopore Technology (ONT) is 
presented, exemplified by the erroneous detection of the free-living 
amoeba Naegleria fowleri in blood samples from patients with malaria 
(Plasmodium falciparum). In all four examined samples, sequences 
demonstrating nearly 100  % identity with the N. fowleri genome 
according to BLAST analysis were identified. However, subsequent multi-
level verification, including phylogenetic analysis, open reading frame 
(ORF) prediction, and three-dimensional protein structure modeling 
using AlphaFold3, made it possible to establish the artifactual nature of 
these findings. The results obtained underscore the critical importance 
of comprehensive validation of ONT data in clinical studies, where false-
positive results can lead to serious diagnostic errors. Particular attention is 
paid to the analysis of potential sources of artifacts, including systematic 
sequencing errors, characteristics of bioinformatic data processing, and 
issues with reference databases.
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Введение

Современные технологии секвенирования но-
вого поколения, в  частности Oxford Nanopore 
Technology (ONT), совершили революцию в  ге-

номных исследованиях благодаря своей способности 
генерировать сверхдлинные прочтения ДНК/РНК. Эта 
особенность делает ONT незаменимым инструментом 
для анализа структурных вариаций генома, сборки de 
novo и  метагеномных исследований. Однако, несмо-
тря на  значительные преимущества, технология имеет 
существенное ограничение — относительно высокий 

уровень ошибок по сравнению с платформами коротких 
чтений, такими как Illumina (средний Q-score около 15 
против 30+ у Illumina).

В рамках нашего исследования, посвящённого изуче-
нию генетических особенностей Plasmodium falciparum 
у пациентов с малярией, мы столкнулись с неожиданным 
артефактом — последовательностями, идентифицируе-
мыми как Naegleria fowleri. Этот свободноживущий про-
тист известен как возбудитель первичного амёбного ме-
нингоэнцефалита (ПАМ) — редкого, но крайне тяжёлого 
заболевания центральной нервной системы. Биологи-
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ческая вероятность обнаружения N. fowleri в  образцах 
периферической крови пациентов с  малярией крайне 
мала, так как этот патоген обычно локализуется в спин-
номозговой жидкости и тканях головного мозга, прони-
кая в организм через обонятельный нерв при контакте 
с заражённой водой.

Данное наблюдение побудило нас провести всесто-
роннее исследование природы этих последовательно-
стей. Мы выдвинули гипотезу, что обнаружение N. fowleri 
является артефактом, связанным либо с особенностями 
технологии ONT, либо с ограничениями биоинформати-
ческих методов анализа. Для проверки этой гипотезы 
был применён комплексный подход, включающий фило-
генетический анализ, оценку функционального потенци-
ала выявленных последовательностей и  методы пред-
сказания структуры белков.

Материалы и методы

Характеристика биологического материала и секве-
нирование

Исследование проведено на  образцах цельной 
крови, полученных от  четырёх пациентов с  подтверж-
дённым диагнозом малярии, вызванной Plasmodium 
falciparum. Все пациенты были заражены в эндемичных 
регионах и не имели клинических признаков других ин-
фекционных заболеваний. Выделение тотальной ДНК 
проводилось с  использованием стандартных прото-
колов с  последующей подготовкой библиотек для сек-
венирования на  платформе MinION (Oxford Nanopore 
Technologies) в соответствии с рекомендациями произ-
водителя.

Биоинформатическая обработка данных

Первичная обработка сырых данных включала филь-
трацию по  качеству (Q-score> 7), обрезку адаптерных 
последовательностей и  удаление низкокачественных 
прочтений с  использованием программы Porechop. 
Для таксономической аннотации последовательности 
выравнивались с  помощью BLASTn против базы дан-
ных NCBI nt (рис. 1). Для дополнительной верификации 
результатов был применён филогенетический анализ 
с  построением дендрограмм на  основе референсных 
последовательностей N. fowleri, поиск открытых рамок 
считывания (ORF) в  выявленных последовательностях, 
предсказание структуры кодируемых белков с  исполь-
зованием AlphaFold3, визуализация и  анализ предска-
занных структур в программе PyMOL с оценкой параме-
тров достоверности (pLDDT).

Сравнительный анализ с референсными данными

Для исключения возможности контаминации прове-
дено детальное сравнение с геномом N. fowleri (изоляты 

ATCC 30894 и  ATCC 30863), клиническими изолятами N. 
fowleri из  Таиланда [2], референсными последователь-
ностями других видов Naegleria. Особое внимание уде-
лено анализу консервативных участков, включая гены 
рибосомальных РНК и  высококонсервативных белков 
цитоскелета.

Результаты

Обнаружение последовательностей N. fowleri

Анализ данных ONT-секвенирования выявил присут-
ствие последовательностей, соответствующих N. fowleri, 
во всех четырёх исследованных образцах. BLASTn-
анализ показал 100 % идентичность с  референсными 
последовательностями N. fowleri из  базы данных NCBI. 
Однако несколько факторов вызвали сомнения в биоло-
гической достоверности этого результата:

1.	 Отсутствие клинических признаков ПАМ у  паци-
ентов.

2.	 Крайне низкая вероятность обнаружения 
N. fowleri в периферической крови.

3.	 Отсутствие эпидемиологических данных, указы-
вающих на возможное сочетанное заражение сра-
зу в четырёх разных регионах.

Филогенетический анализ

Филогенетическое дерево, построенное на  основе 
последовательностей 12S рРНК и ITS1, показало, что вы-
явленные последовательности формируют отдельную 
кладу, не  соответствующую известным клиническим 
изолятам N. Fowleri (рис. 2). Особенно показательным 
было отсутствие консервативных участков, характерных 
для патогенных штаммов этого вида.

Анализ белкового потенциала

ORF-анализ выявил несколько потенциальных бел-
ков, однако их функциональная аннотация показала 
отсутствие типичных для N. fowleri патоген-ассоции-
рованных белков (например, Naegleriapore A), низкую 
консервативность предсказанных последовательностей 
и  преобладание гипотетических белков с  неизвестной 
функцией.

Моделирование структуры белков

Предсказание структуры с помощью AlphaFold3 и по-
следующий анализ в PyMOL выявили низкие показатели 
достоверности (pLDDT <50 для большинства доменов), 
отсутствие стабильных третичных структур и  несоот-
ветствие предсказанных структур известным белкам 
N. fowleri (рис. 3).
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Рис. 1. Результаты BLASTn-анализа последовательностей, идентифицированных как N. fowleri

Рис. 2. Филогенетическое дерево на основе последовательностей 12S рРНК
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Обсуждение

Полученные результаты убедительно свидетельству-
ют, что обнаружение последовательностей N. fowleri 
в  исследуемых образцах является артефактом, связан-
ным с особенностями технологии ONT. Мы выделяем три 
основных возможных источника таких артефактов:

1.	 Систематические ошибки ONT: высокая частота 
инсерций/делеций, ошибки при фазонировании 
гомополимерных участков, низкая точность опре-
деления нуклеотидной последовательности.

2.	 Ограничения биоинформатических методов: 
проблемы выравнивания коротких участков го-
мологии, ошибки аннотации в референсных базах, 
ограничения алгоритмов BLAST при работе с  не-
полными и  смешанными последовательностями.

3.	 Биологические факторы: наличие химерных 
последовательностей, горизонтальный перенос 
генов, наличие консервативных доменов у  раз-
личных микроорганизмов.

Особое значение имеет сравнение с работой [1], где 
было показано, что даже высококачественные сборки 
генома N. fowleri требуют тщательной валидации. Наши 
результаты также согласуются с данными [2], подчёрки-
вающими важность комплексного подхода при иденти-
фикации патогенных штаммов N. fowleri.

Заключение

Проведённое исследование демонстрирует, что об-
наружение последовательностей N. fowleri в  образцах 
крови пациентов с малярией является артефактом, свя-
занным с  особенностями технологии ONT и  обработки 
данных. Полученные результаты подчёркивают необхо-
димость:

1.	 Разработки стандартизированных протоколов ва-
лидации данных ONT.

2.	 Использования дополнительных методов под-
тверждения наличия паразита у  пациента (ПЦР, 
секвенирование на платформе Illumina).

3.	 Критической оценки клинического контекста при 
интерпретации результатов.

4.	 Совершенствования биоинформатических мето-
дов анализа длинных чтений.

Эти меры особенно важны в клинической диагности-
ке, где ложноположительные результаты могут иметь 
серьёзные последствия для пациентов. Дальнейшие 
исследования должны быть направлены на  разработку 
алгоритмов автоматического выявления и  фильтрации 
подобных артефактов.
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Рис. 3. Моделирование структуры белков с использованием AlphaFold3


