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В мире около 70 млн человек инфицировано вирусом гепатита С (ВГС), и около 400 тыс. умирают ежегодно от ослож-
нений хронического гепатита С. Ведение пациентов с хроническим гепатитом С может требовать генотипирования 
ВГС, поскольку эффективность некоторых широко применяемых противовирусных препаратов сильно зависит от ви-
русного генотипа и/или субтипа. Наиболее распространенная циркулирующая рекомбинантная форма ВГС, RF1_2k/1b, 
ошибочно классифицируется как генотип 2 многими коммерческими наборами для генотипирования ВГС, основанны-
ми на ОТ-ПЦР анализе 5’-нетранслируемой области генома вируса. Это приводит к неправильному лечению пациента, 
поскольку, принятые схемы лечения ВГС генотипа 2 неэффективны при инфицировании рекомбинантным вариантом 
RF1_2k/1b. В данной работе мы описали способ обнаружения РНК ВГС RF1_2k/1b в образцах крови методом ОТ-ПЦР 
анализа в реальном времени двух локусов вирусного генома (5’UTR и NS5b). Метод апробирован на 240 образцах сыворот-
ки крови инфицированных ВГС пациентов, в которых генотип вируса был определён как 2 или микст-инфекция (2+1) или 
(2+3) двумя коммерческими наборами «РеалБест РНК ВГС-1/2/3» (АО «Вектор-Бест», Новосибирск) и «ОТ-Гепатоген-С 
генотип» (ООО «ДНК-Технология», Москва). Выявлено 50 (20.8%) случаев рекомбинантной формы ВГС RF1_2k/1b, в том 
числе три смешанных инфекции: RF1_2k/1b + 1a, RF1_2k/1b + 3a, RF1_2k/1b + 1b. Во всех случаях правильность типиро-
вания ВГС предложенным методом подтверждена секвенированием по методу Сэнгера и филогенетическим анализом. 
Разработанный метод легко внедряем в клиническую практику и может использоваться в лабораториях, оборудованных 
для проведения ОТ-ПЦР анализа, чтобы правильно идентифицировать геновариант RF1_2k/1b.
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Globally, about 70 million people are infected with the hepatitis C virus (HCV), and about 400 thousand people die annually from 
chronic hepatitis C complications. The management of patients with chronic hepatitis C may require HCV genotyping, since the 
efficiency of some widely used antiviral drugs strongly depend on the viral genotype and/or subtype. The most prevalent HCV 
circulating recombinant form, RF1_2k/1b, is misclassified as genotype 2 by many commercial HCV genotyping kits, based on 
the RT-PCR analysis of the 5’ untranslated region of the HCV genome. This leads to inappropriate patient treatment, since the 
accepted treatment schemes for HCV genotype 2 are ineffective for the RF1_2k/1b. Here we describe a method for detecting the 
RNA HCV RF1_2k/1b in blood samples by RT-PCR analysis of two regions in HCV genome (5’UTR and NS5b). The method was 
tested on 240 blood serum samples from HCV infected patients, in which HCV genotype was defined as 2 or mixed (2+1 or 2+3) 
by the two commercial genotyping kits “OT-Hepatogen-C genotype” (“DNA-Technology”, Moscow) and “RealBest RNA HCV-
1/2/3” (“Vector- Best “, Novosibirsk). 50 (20.8%) RF1_2k/1b cases were revealed, including three mixed infections: RF1_2k/1b + 
1a, RF1_2k/1b + 3a, RF1_2k/1b + 1b. In all cases, the accuracy of HCV typing by the proposed method was confirmed by Sanger 
sequencing and phylogenetic analysis. The method is easy to implement into clinical practice and may be used in clinical settings 
equipped for RT-PCR analysis to correctly identify the recombinant variant RF1_2k/1b.

K e y  w o r d s :  HCV; HCV recombinants; RF1_2k/1b; Real-Time PCR.
For citation: Akimov I.A., Timofeev D.I., Mavzyutov A.R., Ivanov M.K. Detection of circulating HCV recombinant form 
RF1_2k/1b in blood serum of patients by real-time RT-PCR. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Labo-
ratory Diagnostics). 2021;66 (2): 122-128 (in Russ.). DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-122-128
For correspondence: Akimov Ivan Alekseevich, PhD, scientific researcher of the PCR laboratory of AO «Vector-Best»; e-mail: 
akimov@vector-best.ru

Для корреспонденции: Акимов Иван Алексеевич, канд. биол. наук, науч. сотр. лаборатории ПЦР; e-mail: akimov@vector-best.ru



123

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021; 65(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-2-122-128

КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Information about authors:
Akimov I.A., https://orcid.org/0000-0002-5299-6917;
Timofeev D.I., https://orcid.org/0000-0001-8615-5983;
Mavzyutov A.R., https://orcid.org/0000-0001-5943-1882;
Ivanov M.K.,https://orcid.org/0000-0001-7503-2435.
Acknowledgment. The authors declare no external financing.
Сonflict of interest. The authors declare no conflict of interest.

Received 17.09.2020
                                                                                                                         Accepted 26.10.2020

Введение. В мире около 70 млн человек инфицирова-
но вирусом гепатита С (ВГС). Ежегодно регистрируют 
около 2 млн новых случаев заражения. От осложнений 
хронического гепатита С (ХГС) ежегодно умирают 400 
тыс. человек [1-3]. Разработанные схемы лечения боль-
ных ХГС значительно замедляют развитие заболевания, 
предупреждают возникновение цирроза и гепатоцеллю-
лярной карциномы печени и, в итоге, снижают смерт-
ность [4, 5].

В настоящее время на основании филогенетического 
анализа полногеномных нуклеотидных последователь-
ностей штаммы ВГС подразделяют на 7 основных ге-
нотипов, каждый из которых, в свою очередь, делят на 
субтипы [6, 7]. Установлено, что пациенты, инфициро-
ванные ВГС генотипов 1, 2 и 3, которые наиболее рас-
пространены в мире и в России, по-разному отвечают на 
противовирусную терапию [4, 8]. Поэтому определение 
генотипа ВГС может иметь важное значение при назна-
чении терапии определёнными препаратами [5, 9]. Из-
вестно, что, инфицированные ВГС генотипов 2 или 3, 
лучше поддаются классической терапии пэгинтерферо-
ном/рибавирином, быстрее и значительно чаще дости-
гают устойчивого вирусологического ответа, чем зара-
женные генотипом 1 [8]. В этой связи для разных гено-
типов ВГС предписанные схемы лечения различаются 
по дозировкам и длительности терапии [4, 5]. На рынке 
также имеются препараты прямого противовирусного 
действия (ПППД), которые действуют непосредственно 
на белки ВГС, препятствуя его размножению, и обла-
дают как генотип-специфичным, так и пангенотипным 
действием [10-12]. Они обладают более высокой эффек-
тивностью и меньшим побочным действием, чем ком-
бинация пэгинтерферон/рибавирин [13]. При выборе 
оптимальной тактики лечения генотип-направленными 
препаратами прямого действия также необходимо опре-
деление генотипа вируса, а при инфицировании геноти-
пом 1 – дополнительно определение субтипа (1a или 1b) 
[4, 5, 14, 15].

В течение многих лет после открытия ВГС в 1989 
году, генетическое разнообразие вируса связывали с 
высокой частотой возникновения мутаций, накапливае-
мых в его геноме. А другой фундаментальный механизм 
изменчивости – рекомбинацию, происходящую между 
РНК ВГС различных генотипов, исключали, полагая, 
что такие варианты, если и образуются, то не являются 
жизнеспособными [16-19]. Однако, в Санкт-Петербурге 
впервые была обнаружена циркулирующая рекомби-
нантная форма ВГС, названная RF1_2k/1b [20]. Сформи-
ровалась она посредством гомологичной рекомбинации 
между геномами субтипов 2k и 1b. Сайт рекомбинации 
расположен в гене NS2 ВГС таким образом, что все его 
структурные гены относятся к субтипу 2k, а неструк-
турные – к 1b, наиболее трудно поддающемуся лече-

нию комбинацией пэгинтерферон/рибавирин [21, 22]. 
Данная рекомбинантная форма ВГС была впоследствии 
обнаружена в Грузии, Узбекистане, Ирландии, Франции, 
Германии, Кипре, Израиле и других странах [23-26]. 
Установлено, что этот вариант вируса возник на терри-
тории бывшего СССР в период с 1923 по 1956 г. [24, 25].

К настоящему времени описано 17 рекомбинант-
ных форм ВГС [21, 26], 9 из которых зарегистрирова-
ны в международной таксономической классифика-
ции (https://talk.ictvonline.org/ictv_wikis/flaviviridae/w/
sg_flavi/38/table-4-recombinant-rf-hcv-genomes). Кроме 
штаммов 2b/1a, 2b/1b и RF1_2k/1b, другие рекомби-
нанты ВГС были выявлены лишь однократно. Сегодня 
RF1_2k/1b – это единственный рекомбинантный вари-
ант ВГС, широко распространенный в мире и имеющий 
эпидемиологическое значение [25].

Сейчас на российском рынке отсутствуют зареги-
стрированные тесты для выявления рекомбинантов 
ВГС. При использовании имеющихся наборов реагентов 
для генотипирования, рекомбинант RF1_2k/1b ошибоч-
но определяется как генотип 2 [27]. Это представляет со-
бой серьезную проблему, поскольку есть данные о том, 
что рекомендуемые схемы лечения зараженных геноти-
пом 2 ВГС, малоэффективны для лиц, инфицированных 
RF1_2k/1b [28-33]. Вероятность ошибки при назначении 
курса терапии значительно возрастает в регионах, где 
этот вариант вируса имеет широкое распространение. 
Установлено, что в Грузии, где 7.7% взрослого населе-
ния заражено ВГС, 69 – 76% клинических образцов с 
ВГС, первоначально определяемых как генотип 2, в дей-
ствительности являются RF1_2k/1b [27, 28, 34].

В настоящее время для выявления рекомбинантов 
ВГС используют секвенирование как минимум двух, 
удаленных друг от друга геномных локусов вируса (ча-
ще всего 5'UTR и NS5b), и последующий филогенетиче-
ский анализ [35-37]. Сложность проведения и высокая 
стоимость этого метода ограничивают его применение 
в клинической практике, для которой крайне необходи-
ма более простая и доступная методика определения 
геноварианта RF1_2k/1b, позволяющая анализировать 
достаточно большое количество клинических образцов.

Цель настоящего исследования – апробация мето-
да выявления циркулирующей рекомбинантной формы 
RF1_2k/1b ВГС в сыворотке крови пациентов с помо-
щью обратной транскрипции, совмещенной с последу-
ющей полимеразной цепной реакцией в режиме реаль-
ного времени (ОТ-ПЦР-РВ).

Материал и методы. В работе исследовали 240 
образцов сыворотки крови больных, инфицированных 
ВГС. Первоначальный анализ, проведенный в ООО 
ИЦ «Лаборатория» (Уфа) с помощью набора реагентов 
«РеалБест РНК ВГС-1/2/3» (АО «Вектор-Бест», Ново-
сибирск), показал присутствие во всех пробах этой вы-
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борки РНК ВГС генотипа 2, в том числе в двух образцах 
в сочетании с генотипом 1, а в одном – с генотипом 3. 
Все образцы были зашифрованы, архивированы и хра-
нились при -70°С до проведения дополнительных ис-
следований.

Выделение РНК ВГС из сыворотки крови для геноти-
пирования методом ОТ-ПЦР-РВ осуществляли с помо-
щью набора «РеалБест экстракция 1000» (АО «Вектор-
Бест», Новосибирск). Дополнительное исследование 
образцов проводили в лаборатории ПЦР АО «Вектор-
Бест» с использованием теста «ОТ-Гепатоген-С гено-
тип» (ООО «ДНК-Технология», Москва), а трех проб 
с наличием более одного генотипа ВГС – также набора 
«АмплиСенс HCV-генотип-FL g1-6» (ООО «ИнтерЛаб-
Сервис», Москва).

В предлагаемом методе определения геновариан-
та RF1_2k/1b каждый образец РНК исследовали с по-
мощью ОТ-ПЦР-РВ одновременно в двух пробирках, 
содержащих лиофилизированные готовые реакцион-
ные смеси [38] (ГРС1, 2), которые позволяют выявлять 
участки генома ВГС, специфичные для генотипа 2 и суб-
типа 1b (табл. 1). 

Подбор генотип-специфичных олигонуклеотидных 
праймеров и зондов (табл. 2) осуществляли так, чтобы 
они не формировали стабильных димеров между собой 
и с последовательностями нецелевых локусов. При их 
дизайне использовали нуклеотидные последовательно-
сти ВГС генотипа 2 и субтипа 1b, представленные в ба-
зах данных NCBI (https://ncbi.nlm.nih.gov) и Los Alamos 
National Laboratory (https://hcv.lanl.gov).

ОТ-ПЦР-РВ проводили с помощью термоциклера 
СFX96 (Bio-Rad, США) по протоколу: 45°С – 30 мин, 
94°С – 1 мин; далее 50 циклов: 94°С – 10 сек, 60°С – 20 
сек (измерение флуоресценции при 60°С). В каждую про-
бирку с ГРС вносили 50 мкл раствора выделенной РНК.

Ампликоны участков 5’UTR, NS2, NS5b генома ВГС 
для последующего секвенирования нарабатывали с по-
мощью термоциклера T100 (Bio-Rad), методом одно-
стадийной ОТ-ПЦР, используя, соответственно, пары 
праймеров: 5UTRF и 5UTRR (специфичные к 5’UTR 
всех генотипов ВГС), NS2F и NS2R (специфичные к ре-
комбинанту RF1_2k/1b ВГС), NS5bF1 и NS5bR1 (специ-
фичные к NS5b всех генотипов ВГС), NS5bF2 и NS5bR2 
(специфичные к NS5b субтипа 1b) (табл. 3).

ОТ-ПЦР проводили в 50 мкл реакционной смеси, со-
держащей по 0.25 мкМ прямого и обратного праймеров, 
лиофилизованный «мастер-микс» (АО «Вектор-Бест») 
и 10 мкл раствора выделенной РНК. Реакцию проводи-
ли по протоколу: 45°С – 30 мин, 94°С – 10 сек, 60°С –  
15 сек, 72°С – 30 сек. 

Секвенирование полученных продуктов амплифи-
кации по методу Сэнгера выполняли в ЦКП «Геноми-
ка» СО РАН (Новосибирск), для интерпретации секве-
нограмм применяли программу Chromas 2.6.4 (http://
technelysium.com.au). Для проб, в которых были обна-
ружены более одного генотипа ВГС, по гетерогенной 
секвенограмме выявляли одновременное наличие смеси 
двух разных последовательностей, на основании при-
сутствующих мажорных и минорных пиков.

Дизайн олигонуклеотидов выполнен в программе 
OligoAnalyzer (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer). Синтез 
олигонуклеотидов осуществлён в лаборатории химиче-
ского синтеза АО «Вектор-Бест». Выравнивание нукле-
отидных последовательностей выполняли с помощью 
программы Unipro UGENE 35.0 (http://ugene.net). Фило-
генетический анализ выполняли методом «Neighbor-
Joining» (NJ) в программе MEGA 6.06 (http://megasoft-
ware.net). Гомологию последовательностей сравнивали с 
использованием сетевых on-line ресурсов: NCBI BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov), NCBI Genotyping (https://
ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi) и Los 
Alamos National Laboratory (https://hcv.lanl.gov/content/
sequence/BASIC_BLAST/basic_blast.html). Определение 
точки рекомбинации выполняли методом «BootScan» в 
программе RDP 4.95 (http://web.cbio.uct.ac.za).

Результаты и обсуждение. В результате генотипи-
рования образцов с помощью набора «ОТ-Гепатоген-С 
генотип» в 237 пробах был определен только генотип 
2, так же как при первоначальном генотипировании с 
применением теста «РеалБест РНК ВГС-1/2/3». В про-
бах №8 и 42 кроме генотипа 2 ВГС были обнаружены, 
соответственно, субтипы 1a и 1b, а в №17 – генотип 3. 

Т а б л и ц а  1
Фрагменты генома и генотипы ВГС,  

определяемые с помощью ГРС1, 2

Пробирка Исследуемый участок 
гена

Определяемый генотип / 
субтип ВГС

ГРС1 5’UTR 2
ГРС2 NS5b 1b

Т а б л и ц а  2
Праймеры и зонды*, использованные для детекции генотипа 2 

и субтипа 1b ВГС

Наименование Последовательность 5’→3’
5’UTR, 
тип 2

G2F CCCGGGAGAGCCATAGT
G2R CAAGCACCCTATCAGGCAGT

G2P FAM-ACCCACTCTATGCCCGGCCATTTGGGC-
GTGCC-BHQ1

NS5b, 
тип 1b

bF1 ACATGTTACTTGAAGGCCWCT
bF2 ACATGTTACTTGAAAGCCTCT
bF3 ACATGCTACTTGAAGGCCTCT
bR1 ATAGCCTCCGTGAAGACTCGTA
bR2 GTCGTATTCTGGTTGGGGC
bP1 R6G-AGGTCGTCTCCGCACACGAGCATC-BHQ1
bP2 R6G-AGGTCGTCTCCGTTCACGAGCATC-BHQ1
bP3 R6G-AGGTCGTCTCCGCACACGAGCATT-BHQ1

П р и м е ч а н и е .  * FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; R6G: 6-кар-
боксиродамин.

Т а б л и ц а  3
Праймеры, применяемые для амплификации  

и секвенирования фрагментов генома ВГС

Наименование Последовательность 5’→3’ Длина 
ампликона, 

п.н.
5UTRF ACTCCCCTGTGAGGAACT 301
5UTRR TGCACGGTCTACGAGACCT
NS2F GTTTGACATAACCAAGTGGCT 513
NS2R TCGACCTGGTTCTTGTCC
NS5bF1 GAYACCCGYTGCTTTGACTC 380
NS5bR1 TAYCTGGTCATAGCCTCCGT
NS5bF2 GACTA-

ATTCAAAAGGGCAGAACT
280

NS5bR2 GTCGTATTCTGGTTGGGGC
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При дополнительном исследовании этих трех проб с по-
мощью набора «АмплиСенс HCV-генотип-FL g1-6» ре-
зультаты, полученные для № 8 и 42, полностью совпали 
с данными теста «ОТ-Гепатоген-С генотип», а в пробе 
№17 выявлены генотип 2 и субтип 3а (табл. 4). Сходные 
результаты для всех трех проб №8, 42 и 17 получены при 
генотипировании тестом «РеалБест РНК ВГС-1/2/3» с 
учетом того, что последний не позволяет дифференци-
ровать субтипы ВГС.

При анализе образцов с помощью предлагаемого в 
данной работе метода результаты интерпретируют сле-
дующим образом. Если положительный сигнал детек-
тируется только в ГРС1, то результат интерпретируется 
как «генотип 2»; если только в ГРС2 – как «субтип 1b». 
Если положительный сигнал детектируется одновре-
менно в ГРС1 и ГРС2, то это указывает на присутствие 
в пробе рекомбинанта RF1_2k/1b.

При анализе всей выборки образцов с использовани-
ем разработанного нами метода в 190 пробах был опре-
делен только генотип 2 ВГС (табл. 5). В других 47 про-
бах этот генотип выявлялся одновременно с субтипом 
1b, что соответствует наличию в исследуемых сыворот-
ках крови рекомбинанта RF1_2k/1b. Такой же результат 
получен при тестировании проб №8, 17, 42.

Для подтверждения присутствия RF1_2k/1b в 50 
образцах проведено секвенирование методом Сэнгера 
участков локусов 5'UTR, NS2 и NS5b во всех этих про-
бах. Анализ полученных нуклеотидных последователь-
ностей верифицировал данные генотипирования, вы-

полненного разработанным методом. Все образцы с по-
ложительным результатом ОТ-ПЦР-РВ одновременно в 
пробирках с ГРС1 и ГРС2 содержали фрагмент 5'UTR, 
соответствующий генотипу 2 ВГС (рис. 1), а участок ге-
на NS5b – субтипу 1b (рис. 2).

Нуклеотидные последовательности фрагмента NS2, 
определенные в этих пробах, соответствуют геновари-
анту RF1_2k/1b (рис. 3, 4).

Т а б л и ц а  4
     Результаты генотипирования ВГС в трех образцах сыворот-
ки крови использованием трех различных наборов реагентов

№  
образца

Генотипы / субтипы ВГС, выявленные с помощью набора
РеалБест РНК ВГС-

1/2/3
ОТ-Гепатоген- 

С генотип
АмплиСенс HCV-
генотип-FL g1-6

8 2 + 1 2 + 1a 2 + 1a
17 2 + 3 3 2 + 3a
42 2 + 1 2 + 1b 2 + 1b

Т а б л и ц а  5
Результаты исследования 240 образцов сыворотки крови  

пациентов, инфицированных ВГС, с помощью предлагаемого 
нами метода

Количество  
образцов, №

Результат ОТ-ПЦР при исследовании образца в 
пробирке (определяемый генотип / субтип ВГС) 

ГРС1 (генотип 2) ГРС2 (субтип 1b)
190 + -
47 + +
3 (№ 8, 17, 42) + +

Рис 1. Филогенетическое дерево, построенное методом NJ в 
программе MEGA 6.06, для нуклеотидных последовательно-
стей фрагмента локуса 5’UTR длиной 238 н. в секвенирован-
ных образцах № 01 – 50.

Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное методом NJ 
в программе MEGA 6.06, для нуклеотидных последователь-
ностей фрагментов гена NS5b длиной 340 н. (а) или 238 н. (б) 
в секвенированных образцах № 01 – 50.

а

б
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В пробе №8 разработанным нами методом, в до-
полнение к результатам, полученным с помощью 
коммерческих тестов (табл. 4), определено наличие 
субтипа 1b (табл. 5). Секвенированием по методу 
Сэнгера установлено, что в этой пробе содержатся 
сразу две нуклеотидные последовательности локуса 
5'UTR, соответствующие генотипу 1 (РНК №08-1) и 2 
(РНК №08-2) (рис. 1, 5), а также последовательность 
участка гена NS5b, принадлежащая субтипу 1b (рис. 
2А). Фрагмент гена NS2 соответствует геноварианту 
RF1_2k/1b (см.рис. 4).

Секвенированием образца № 17 установлено, что в 
нем содержатся одновременно два участка 5’UTR об-
ласти, соответствующие генотипам 3 (РНК №17-1) и 2 
(РНК № 17-2) (рис. 1, 6), и последовательность участка 
гена NS5b, принадлежащая субтипу 1b (рис. 2А). Фраг-
мент NS2 соответствует рекомбинанту RF1_2k/1b (рис. 4).

В результате секвенирования участков последова-
тельностей РНК ВГС, выделенной из образца № 42, об-
наружены два фрагмента 5’UTR области, принадлежа-
щие генотипу 1 (РНК №42-1) и генотипу 2 (РНК №42-2) 

(рис. 1, 7). Участок гена NS5b соответствует субтипу 1b 
(см. рис. 2, б), а фрагмент NS2 – геноварианту RF1_2k/1b 
(см. рис. 4).

Исходя из полученных результатов, 50 из 240 иссле-
дованных образцов сыворотки крови содержат рекомби-
нантную форму RF1_2k/1b ВГС (см. рис. 3, 4), структура 
которой соответствует имеющимся литературным дан-
ным [20, 39].

Рис. 3. Результат «BootScan» анализа рекомбинантных РНК по последовательности фрагмента NS2 на примере образца № 20 
выполненный в программе RDP 4.95. Исходные генотипы представлены субтипами 2k (AB031663) и 1b (D902208). Стрелка 
указывает определённое программой место рекомбинации.

Рис. 4. Фрагмент множественного выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей локуса NS2 в секвенированных об-
разцах № 01 – 50. В качестве референсных использованы по-
следовательности 2k.AB03166 и 1b.D90208 из базы данных 
NCBI. Место рекомбинации указано стрелкой.

Рис. 5. Фрагмент множественного выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей локуса 5’UTR в секвенированных 
РНК № 08-1, 08-2. В качестве референсных использованы 
последовательности 1a.M62321, 1b.090208 и 2k.AB03166 из 
базы данных NCBI.

Рис. 6. Фрагмент множественного выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей локуса 5’UTR в секвенированных 
РНК № 17-1, 17-2. В качестве референсных использованы 
последовательности 3a.D17763 и 2k.AB03166 из базы дан-
ных NCBI.
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Сопоставление результатов секвенирования с дан-
ными, полученными методом ОТ-ПЦР-РВ, указывает 
на наличие в образце №8 РНК ВГС субтипа 1a (РНК № 
08-1) и рекомбинанта RF1_2k/1b (РНК № 08-2). Полу-
ченные результаты также свидетельствуют, что в пробе 
№17 содержатся одновременно субтип 3а (РНК № 17-1) 
и RF1_2k/1b ВГС (РНК № 17-2). Совокупность данных, 
полученных по образцу №42 доказывает, что он со-
держит как субтип 1b (РНК № 42-1), так и геновариант 
RF1_2k/1b ВГС (РНК № 42-2).

Заключение. Таким образом, в настоящей работе 
предложен и апробирован метод обнаружения цирку-
лирующей рекомбинантной формы RF1_2k/1b вируса 
гепатита С с использованием ОТ-ПЦР в режиме ре-
ального времени. Апробация метода, проведенная на 
240 образцах сыворотки крови пациентов, инфициро-
ванных ВГС, отнесенных при анализе с помощью двух 
коммерческих наборов реагентов к генотипу 2, показа-
ла, что в 50 (20,8%) из этих проб содержится рекомби-
нант RF1_2k/1b. Разработанный нами метод достаточно 
прост в исполнении и может применяться в лаборато-
риях, оснащенных оборудованием для проведения ОТ-
ПЦР в режиме реального времени, с целью выявления 
РНК геноварианта RF1_2k/1b, а также дифференциро-
вания рекомбинанта от генотипа 2 ВГС, что необходимо 
для проведения адекватной и успешной терапии инфи-
цированных пациентов.
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