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Разработан метод выявления ДНК ВГВ в периферической крови при низкой вирусной нагрузке с помощью ПЦР в режиме 
реального времени и оценена его значимость при идентификации HBsAg-негативного вирусного гепатита В. При разра-
ботке метода использованы образцы плазмы крови и биопсийного материала ткани печени 128 больных, проживающих 
на территории Санкт-Петербурга, в различных регионах РФ, а также в странах Средней Азии. Использованы также 
образцы плазмы крови от 96 беременных женщин и 37 пациентов гемодиализного центра, проживающих в СЗФО, 199 
иностранных граждан, проходящих медицинское освидетельствование для получения разрешений на работу в Управле-
нии по вопросам миграции в СЗФО, 397 условно-здоровых лиц, проживающих в Социалистической Республике Вьетнам. 
ВГВ выявляли методом «гнездовой» ПЦР. Аналитическую чувствительность проверяли методом поэтапного разведе-
ния. Согласно разработанному нами методу, на первом этапе проводится амплификация ДНК ВГВ с использованием 
на первом этапе олигонуклеотидов, фланкирующих участок генома 2932-3182…1-1846 нт., а на втором этапе двух пар 
олигонуклеотидов к двум регионам (ген S и ген Х) генома вируса и соответствующих олигонуклеотидных флуоресцент-
но меченых зондов, комплементарных участкам амплифицируемых фрагментов, несущих на 5’-конце флуорофоры, а 
на 3’-конце не флуоресцентные тушители. По каналу, соответствующему флуорофору FAM, детектируется продукт 
амплификации ДНК ВГВ S-региона, а по каналу, соответствующему флуорофору ROX, детектируется продукт ампли-
фикации ДНК ВГВ Х-региона. Чувствительность метода при экстракции ДНК из 100 мкл плазмы составила 10 МЕ/мл, 
получение порогового цикла Ct только по одному флуорофору FAM или ROX может свидетельствовать о наличии ДНК 
ВГВ в образце в нагрузке менее 10 МЕ/мл, выявление ВГВ при этом возможно при повторном ПЦР-исследовании соот-
ветствующего образца с экстракцией ДНК ВГВ из увеличенного объема плазмы (200-1000 мкл). Разработанный метод 
позволяет идентифицировать различные геноварианты ВГВ как характерные, так и редко встречающиеся на террито-
рии РФ, циркулирующие в других регионах мира. Метод может быть использован для выявления ВГВ в группах риска, в 
популяции, а также при скринировании доноров крови в целях обеспечения безопасности гемотрансфузий.
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тификации.
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A method for detecting HBV DNA in peripheral blood at low viral load using real-time PCR was developed and its significance in 
identifying HBsAg-negative viral hepatitis B was evaluated. When developing the method, blood plasma samples and liver tissue 
biopsy material were used from 128 patients living in St. Petersburg, in various regions of the Russian Federation, as well as in 
the Central Asia countries. We also used blood plasma samples from 96 pregnant women and 37 hemodialysis center patients 
living in Northwestern Federal District, 199 foreign citizens undergoing medical examination to obtain work permits at the 
Directorate for Migration in the Northwestern Federal District, 397 conditionally healthy people living in the Socialist Republic of 
Vietnam. HBV was detected by nested PCR. Analytical sensitivity was tested using the stepwise dilution method. According to the 
method developed by us, at the first stage, the HBV DNA is amplified using at the first stage oligonucleotides flanking the genome 
region 2932-3182 ... 1-1846 nt., and at the second stage two oligonucleotides pairs to the genome virus regions (gene S and gene 
X) and corresponding oligonucleotide fluorescently labeled probes complementary to the amplified fragments regions carrying 
fluorophores at the 5’-end, and non-fluorescent quenchers at the 3’-end. The channel corresponding to the FAM fluorophore 
detects the HBV DNA S-region amplification product, and the channel corresponding to the ROX fluorophore detects the HBV 
DNA X-region amplification product. The method sensitivity for DNA extraction from plasma with a 100 μl volume was 10 IU/ml.  
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Obtaining a threshold cycle Ct for only one FAM or ROX fluorophore may indicate the HBV DNA presence in a sample at a load 
of less than 10 IU / ml, HBV detection in this case is possible with a repeated PCR study of the corresponding sample with HBV 
DNA extraction from an increased plasma volume (200-1000 μl). The developed method makes it possible to identify various HBV 
genovariants, both characteristic and rare in the Russian Federation, circulating in other world regions. The method can be used 
to detect HBV in risk groups, in the population, as well as in screening blood donors in order to ensure the blood transfusions 
safety.
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Введение.  Ежегодно от цирроза печени и гепатоцел-
люлярной карциномы (ГЦК), явившихся следствием за-
ражения вирусом гепатита В (ВГВ), умирают примерно 
887  000 человек, в то время как более 240 миллионов 
человек больны хроническим вирусным гепатитом В 
(ХВГВ)  [1].

Серологическая выявляемость поверхностного анти-
гена гепатита В (HBsAg) обычно используется для опре-
деления распространенности активной инфекции ВГВ 
в различных географических регионах по всему миру. 
Распространенность HBsAg ≥ 8%, 5 -7%, 2-4% и <2% 
определяется как высокоэндемичные, высоко промежу-
точные, низко промежуточные и низкоэндемичные рай-
оны, соответственно [2]. Лабораторное подтверждение 
диагноза инфекции ГВ зависит от обнаружения серо-
логических маркеров, например, антител анти-HBCore 
IgG и IgM, анти-HBs IgG, анти-HBe IgG и других, ко-
торые могут использоваться для мониторинга инфек-
ции и оценки иммунного ответа. Однако одной из форм 
естественного течения ХВГВ является скрытый или 
оккультный ХВГВ (окГВ), который определяется как 
наличие репликативно компетентной ДНК вируса, то 
есть ковалентно замкнутой кольцевой ДНК (ккзДНК) 
в печени при недетектируемом уровне  HBsAg в пери-
ферической крови вне зависимости от того, выявляется 
или нет ДНК ВГВ методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) в периферической крови [3]. При этом встре-
чается как серопозитивный, так и серонегативный по 
другим маркерам инфицирования HBsAg-негативный 
ВГВ. Более того, скрытая инфекция ВГВ может быть 
выявлена у пациентов с серологическими маркерами ре-
конвалесценции, свидетельствующими о перенесенной 
инфекции [4]. Несмотря на то, что элиминации вируса 
не происходит, экспрессия генов и репликация вируса в 
большинстве случаев подавлены, стандартными метода-
ми выявить ВГВ в периферической крови больного не 
представляется возможным из-за крайне низкой вирус-
ной нагрузки [4]. 

Таким образом, окГВ не может быть идентифициро-
ван во всех случаях с помощью тестирования на HBsAg 
и ДНК ВГВ при использовании наиболее распростра-

ненных коммерческих наборов с чувствительностью 
100 МЕ/мл [5]. 

Несмотря на низкую вирусную нагрузку, при окГВ 
сохраняются те же факторы риска, что и при HBsAg-
позитивной форме течения ХВГВ [6]. Так, показана роль 
HBsAg-негативного ВГВ в развитии фиброза печени и 
гепатоцеллюлярной карциномы [7]. При ВИЧ-инфекции 
и других состояниях с подавленным иммунитетом окГВ 
может ускорить прогрессирование хронического гепа-
тита до цирроза, ГЦК и терминальной стадии пораже-
ния печени. Наличие ВГВ при ВИЧ-инфекции связано 
также с более низким вирусологическим ответом и бо-
лее частыми побочными эффектами в ходе антиретро-
вирусной терапии (АРВТ) [8]. Необходимо отметить и 
возможность реактивации ХВГВ при тяжелой иммуно-
супрессии [9]. Показана возможность внутриутробного 
инфицирования ребенка HBsAg- и HBeAg-негативной 
матерью [10], возможность инфицирования реципиен-
та переливанием крови или ее компонентов от донора 
со скрытым ВГВ, при этом минимальная инфекцион-
ная доза составляет приблизительно 16-100 копий [11], 
а также возможность передачи ВГВ при тесном быто-
вом контакте от пациента со скрытой формой течения 
заболевания с дальнейшим проявлением у реципиента 
HBsAg-позитивной инфекции [12].

ОкГВ зарегистрирован среди здоровых бессимптом-
ных доноров крови, пациентов с хроническим заболе-
ванием печени и пациентов с гепатоцеллюлярной кар-
циномой [13]. Распространенность HBsAg-негативного 
ВГВ в мире варьирует и, вероятнее всего, коррелирует с 
распространенностью HBsAg-позитивной формы ВГВ в 
том или ином регионе [14]. При этом общая распростра-
ненность окГВ в Западной Европе и Северной Америке 
достигает 28% среди лиц без хронического заболевания 
печени и 35% у пациентов с хроническим заболеванием 
печени, 51% у анти-HBc-позитивных и 19% у анти-HBc-
негативных больных [15]. Некоторые группы пациентов 
– группы риска – подвергаются более высокому риску 
заражения окГВ вне зависимости от их географическо-
го положения, например, лица с хроническим вирусным 
гепатитом С (ХВГС) и/или ВИЧ-инфекцией, подвергаю-
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щиеся гемодиализу, трансплантации печени, потребите-
ли инъекционных наркотиков [16, 17].

Различные данные о встречаемости окГВ в одних и 
тех же географических регионах и/или сходных группах 
риска могут быть связаны не только с биологическими 
особенностями вируса и частотой встречаемости ВГВ 
на той или иной территории, но и с отличающимися 
методами выявления вируса, их чувствительностью и 
специфичностью [18].

Идентификация и количественная оценка кольцевой 
ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в ткани печени мето-
дом ПЦР или гибридизации in situ остается «золотым 
стандартом» и практически единственным достоверным 
методом лабораторной диагностики скрытого ВГВ и 
позволяет не только с высокой точностью обнаружить 
окГВ, но и предварительно оценить уровень репликации 
вируса в гепатоцитах [19]. Однако необходимость инва-
зивного вмешательства позволяет предложить метод 
только в качестве дополнительной диагностики в случа-
ях, когда пункционная биопсия печени осуществляется 
по клиническим показаниям, но не дает возможности 
использовать его для широкого скрининга популяций, 
доноров крови или отдельных групп пациентов.

Разработанный нами ранее метод выявления ДНК 
ВГВ в периферической крови позволяет обнаруживать 
вирус при низкой вирусной нагрузке, согласно рекомен-
дациям Таорминского консенсуса о необходимости для 
подтверждении обнаружения скрытого ВГВ выявления 
как минимум двух участков генома вируса [3]. Однако 
широкое применение метода затруднительно в связи с 
необходимостью электрофоретического анализа про-
дуктов амплификации второго этапа ПЦР и дальней-
шего секвенирования с последующим использованием 
генетического анализатора (секвенатора), что требует 
соответствующей приборной базы и квалификации спе-
циалистов. 

Целью нашей работы являлось: разработать метод 
выявления ДНК ВГВ в периферической крови при низ-
кой вирусной нагрузке с использованием ПЦР в режиме 
реального времени и оценка его значимости при иденти-
фикации HBsAg-негативного вирусного гепатита В.

 Материал и методы. В работе были использованы 
плазма крови и образцы биопсийного материала тка-
ни печени 128 больных, проживающих на территории 
Санкт-Петербурга, в различных регионах РФ, а также в 
странах Средней Азии без ХВГВ и с ранее подтвержден-
ным ХВГВ, в том числе методом выявления кольцевой 
ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в тканях печени [19]. 
Использованы также образцы плазмы крови от 96 бере-
менных женщин и 37 пациентов гемодиализного цен-
тра, проживающих в СЗФО, 199 иностранных граждан 
из стран ближнего зарубежья, проходящих медицинское 
освидетельствование для получения разрешений на ра-
боту в Управлении по вопросам миграции в СЗФО, 397 
условно-здоровых лиц, проживающих в Социалистиче-
ской Республике Вьетнам.

Экстракцию ДНК проводили с помощью комплекта 
реагентов для выделения РНК/ДНК из клинического 
материала «РИБО-преп» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), со-
гласно инструкции производителя.

Вирусную нагрузку в плазме крови предваритель-
но измеряли с помощью стандартизированного набора 
для количественного определения ДНК ВГВ в клиниче-
ском материале методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 

в режиме «реального времени» «АмплиСенс® HBV-
Монитор-FL» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), согласно ин-
струкции.

ВГВ при низкой вирусной нагрузке выявляли мето-
дом «гнездовой» ПЦР с использованием олигонукле-
отидов и соответствующих олигонуклеотидных флуо-
ресцентно меченых зондов (табл. 1). Регистрировали 
полученные результаты посредством гибридизацион-
но-флуоресцентной детекции с помощью программно-
го обеспечения используемого прибора для проведения 
ПЦР c детекцией в режиме «реального времени». 

Для ПЦР в общем виде использовали следующий 
состав амплификационной смеси: 10 пM каждого оли-
гопраймера и 3 пM каждого зонда, 0,6-1,0 мМ каждого 
дезоксинуклеотида, 6,7 мМ MgCl2, 1 ед. рекомбинант-
ной Taq ДНК-полимеразы (Fermentas), буфер для Taq 
ДНК-полимеразы (750 мМ Трис-HCl, (рН 8,8), 200 мМ 
(NH4)2SO4, 0,1% (v/v) твин 20), 1 мкг матрицы, вода без 
нуклеаз до конечного объема 30 мкл. 

На первом этапе проводили ПЦР с использованием 
прямого и обратного праймеров HBV SX (табл. 1) при 
указанных (табл. 2) условиях.

На следующем этапе для повышения чувствитель-
ности проводили вторую ПЦР с использованием про-
дукта амплификации первого этапа, а также внутренних 
(вложенных, гнездовых) олигонуклеотидов и зондов для 
двух регионов ВГВ в одной пробирке – HBV SrtF2, HBV 
SrtR2, HBV Srt-Z, HBV XrtF2, HBV XrtRd2, HBV Xrt-Z 
(табл. 1) – при указанных в таблице 3 условиях. 

Т а б л и ц а  1
Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов, ис-

пользованные для выявления ДНК ВГВ в плазме при низкой 
вирусной нагрузке на основе двухэтапной ПЦР в режиме реаль-

ного времени

Праймер Нуклеотидная последовательность
HBV SXF1 5’-AATCCAGATTGGGACTTCAA-3’
HBV SXR1 5’-AGAGATGATTAGGCAGAGGTG-3’
HBV SrtF2 5’-CACCTGTATTCCCATCCCATC-3’
HBV SrtR2 5’-AGCCCTACGAACCACTGAACA-3’
HBV Srt-Z 5’-FAM - AAACGGACTGAGGCCCACTCCCA - 

BHQ1/RTQ1-3’
HBV XrtF2 5’-GTCTGTGCCTTCTCATCTGCC-3’
HBV XrtRd2 5’-GTCGGTCGTTGACATTGCAG-3’
HBV Xrt-Z 5’-ROX - TGTGCACTTCGCTTCACCTCTGC - 

BHQ2/RTQ2-3’

Т а б л и ц а  2
Параметры программы амплификации первого этапа  

на планшетном амплификаторе CFX96

Цикл Температура, °С Время Кол-во циклов
1 95 5 мин 1

2
95 20 с

2050 30 с
72 2 мин 30 с

3 72 7 мин 1

4
95 20 с

2050 30 с
72 2 мин 30 с

5 72 7 мин 1
6 10 Хранение
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Анализировали кривые накопления флуоресцентно-
го сигнала по двум каналам: по каналу для флуорофора 
FAM – сигнал, свидетельствующий о накоплении про-
дукта амплификации фрагмента ДНК ВГВ S-региона, 
по каналу для флуорофора ROX – о накоплении про-
дукта амплификации фрагмента ДНК ВГВ X-региона. 
Результаты интерпретировали на основании наличия 
(или отсутствия) пересечения кривой флуоресценции с 
установленной на соответствующем уровне пороговой 
линией (устанавливается в середине линейного участка 
прироста флуоресценции положительного контроля в 
логарифмической шкале), что определяло наличие (или 
отсутствие) для данной пробы значения порогового цик-
ла Ct в соответствующей графе в таблице результатов.

В качестве дополнительного контроля для исключе-
ния контаминации секвенировали нуклеотидные после-
довательности генома ВГВ выявленных анализируемых 
образцов при помощи генетического анализатора ABI 
PRISM 3500 (Applied Biosystems, США), использовали 
набор реагентов ABI PRISM BigDye Terminator v3.1. 
(Applied Biosystems, США), согласно инструкции про-
изводителя.

Результаты и обсуждение. Для выявления ВГВ в 
плазме крови при низкой вирусной нагрузке был раз-
работан способ обнаружения ДНК ВГВ на базе ранее 
предложенной нами методики [20].

В настоящей работе, согласно разработанному нами 
методу, на первом этапе проводится амплификация ДНК 
ВГВ с использованием на первом этапе олигонуклеоти-
дов, фланкирующих участок генома 2932-3182…1-1846 
нт., согласно представленному в международной базе 
данных GenBank изоляту Mart-B47 (HE974377.1) [21], а 
на втором этапе двух пар олигонуклеотидов к двум реги-
онам (ген S и ген Х) генома вируса и соответствующих 
олигонуклеотидных флуоресцентно меченых зондов, 
комплементарных участкам амплифицируемых фраг-
ментов, несущих на 5’-конце флуорофоры, а на 3’-конце 
не флуоресцентные тушители (см. табл. 1). По каналу, 
соответствующему флуорофору FAM, детектируется 
продукт амплификации ДНК ВГВ S-региона, а по кана-
лу, соответствующему флуорофору ROX, детектируется 
продукт амплификации ДНК ВГВ Х-региона.

Аналитическую чувствительность метода прове-
ряли методом поэтапного разведения. Были выбраны 

10 образцов плазмы крови, содержащие различные 
концентрации ВГВ. Каждый образец поэтапно разво-
дили предварительно проанализированной плазмой 
крови без ВГВ следующим образом: аликвоту образца 
объемом 100 мкл вносили в микропробирку объемом  
1,5 мл, добавляли 100 мкл ВГВ-негативной плазмы, тща-
тельно пипетировали и переносили 100 мкл полученно-
го пула в новую микропробирку, куда снова добавляли  
100 мкл чистой плазмы, пипетировали и 100 мкл нового 
пула переносили в третью пробирку и т. д. до получения 
серии последовательных разведений. После разведения 
осуществляли экстракцию ДНК из каждого пула разве-
дения каждого образца. Полученные образцы ДНК ам-
плифицировали, согласно предложенному методу. 

Образцы считались положительным по содержанию 
ДНК ВГВ, если на каналах FAM и ROX получали зна-
чение порогового цикла Ct, отрицательными – если на 
каналах FAM и ROX отсутствовало значение Ct. 

На рисунке представлены кривые флуоресценции, 
отражающие динамику образования продукта реакции в 
ходе второго этапа предложенного метода. 

На представленном рисунке обозначены кривые об-
разцов №20, №21, №22. Образец №22 представляет со-
бой отрицательный контрольный образец. №20 и №21 
представляют собой результат выявления ДНК ВГВ при 
предположительной концентрации 4 МЕ/мл и 7 МЕ/мл, 
соответственно, при экстракции ДНК из 100 мкл плаз-
мы. При этом не детектировался сигнал по каналу ROX, 
но был сигнал по каналу FAM. При экстракции ДНК 
указанных образцов из увеличенного объема плазмы 
сигналы детектировались и по каналу FAM, и по каналу 
ROX.

Таким образом, получение порогового цикла Ct толь-
ко по одному флуорофору FAM или ROX может свиде-
тельствовать о наличии ДНК ВГВ в образце в нагрузке 
менее 10 МЕ/мл, выявление ВГВ при этом возможно 
при повторном ПЦР-исследовании соответствующего 
образца с экстракцией ДНК ВГВ из увеличенного объ-
ема плазмы (200-1000 мкл).

Для определения специфичности разработанно-
го метода в соответствии с отработанными условиями 
проведения ПЦР были исследованы предварительно 
серологически и молекулярно-генетически охаракте-
ризованные по ВГВ с использованием коммерческих 
тест-систем образцы плазмы крови пациентов 16-70 лет, 
включая беременных женщин, пациентов гемодиализно-
го центра, иностранных граждан, проходящих медицин-
ское освидетельствование для получения разрешений 
на работу в Управлении по вопросам миграции в СЗФО, 
условно-здоровых лиц, проживающих в Социалистиче-
ской Республике Вьетнам. При добавлении в реакцию 
амплификации геномной ДНК/кДНК вируса гепатита А, 
вируса гепатита С, вируса гепатита D, вируса гепатита 
E, вируса гепатита G, вируса иммунодефицита человека, 
вируса Эпштейна-Барр, цитомегаловируса, вируса про-
стого герпеса 1 и 2 типов, вируса герпеса 6 и 8 типов, 
парвовируса В19, вируса клещевого энцефалита, а так-
же геномной ДНК человека.

Оценку специфичности проводили в два этапа. На 
первом этапе последовательно проводили анализ оха-
рактеризованных образцов. На втором этапе проводили 
«слепой» анализ, для чего пробирки с анализируемыми 
негативными образцами объединяли с пробирками, со-
держащими ВГВ-позитивную плазму крови больных, 
пробирки маркировали сквозной нумерацией. Для кон-

Т а б л и ц а  3
Параметры программы амплификации второго этапа на план-

шетном амплификаторе CFX96 (Bio-Rad, США).

Цикл Температура, 
°С Время Измерение 

флюоресценции
Кол-во
 циклов

1 95 5 мин 1

2

95 10 с

750 20 с

72 40 с

3 72 7 мин 1

4
95 10 с

4558 20 с FAM, ROX
72 40 с

5 10 Хранение
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троля анализируемых образцов и ис-
ключения возможной контаминации в 
качестве контрольных ВГВ-позитивных 
образцов использовали плазму, содер-
жащую ВГВ субгенотипов A1, D4, E, 
выявление которых в используемых для 
тестирования специфичности группах 
маловероятно. Результаты тестирования 
специфичности метода выявления ДНК 
ВГВ в крови при низкой вирусной на-
грузке представлены в табл. 4.

При использовании предложенного 
нами метода ДНК ВГВ среди беремен-
ных была выявлена у 2 пациенток. В 
одном случае регистрировались сигна-
лы FAM и ROX, в другом случае реги-
стрировался только сигнал FAM, однако 
при экстракции ДНК из 200 мкл плазмы 
регистрировались оба сигнала. Встреча-
емость ДНК ВГВ среди мигрантов соста-
вила 9,04%, при этом 7,5% случаев отно-
сятся к скрытому (HBsAg-негативному) 
ВГВ, в том числе негативному по всем серологическим 
маркерам.  Среди условно здоровых лиц из Вьетнама с 
учетом HBsAg-позитивных и негативных образцов ДНК 
ВГВ выявили в 26,95%. В том числе идентифицирова-
ли вирус в 58 HBsAg-негативных образцах (в 5 из них 
при экстракции ДНК из 100 мкл плазмы регистрировали 
только сигнал FAM, а в 2 только сигнал ROX, при уве-
личении объема материала во всех 7 случаях регистри-
ровали оба сигнала).

Для позитивных образцов проводили секвенирова-
ние и субгенотипирование ДНК ВГВ. Ни один из ампли-
фицированных фрагментов не относился к ВГВ субге-
нотипов A1, D4, E.

При проведении тестирования образцов ДНК/кДНК 
вышеперечисленных вирусов и ДНК человека неспеци-
фических реакций выявлено не было, что является под-
тверждением специфичности разработанного метода.

Вышеописанный метод был разработан с использо-
ванием в качестве образцов ВГВ, циркулирующих на 
территории РФ и Республики Узбекистан геновариантов 
(D1, D2, D3, A2). Однако известна тенденция к смеще-
нию распределения геновариантов ВГВ в различных 
географических регионах за счет завозов вируса соот-
ветствующих субгенотипов из других стран, в том чис-
ле стран Средней Азии [22]. Предложенный метод по-
зволил выявить и охарактеризовать HBsAg-негативный 
ВГВ среди беременных женщин и пациентов гемодиа-
лизного центра, проживающих в СЗФО, а также среди 
мигрантов из ближнего зарубежья. Метод был апроби-
рован в Социалистической Республике Вьетнам. Бы-
ло показано, что метод позволяет выявлять различные 
геноварианты ВГВ, как широко распространенные 
в Российской Федерации: D1, D2, D3, A2, так и редко 
встречающиеся в России: A1, B2, B4, C1, C2, E (полные 
геномы ВГВ, полученные из образцов с низкой вирус-
ной нагрузкой субгенотипов C2, B2, А2 депонированы 
в международную базу данных GeneBank под номерами 
MT740718-MT740720).

Отметим, что пулирование плазмы крови при выявле-
нии окГВ значительно снижает чувствительность метода. 
Возможность выявления ВГВ при пулировании оцени-
вали с использованием минипулов, включающих по 100 
мкл шести случайных образцов. В каждом случае ДНК 

экстрагировали из 100 мкл, 200 мкл и 300 мкл. Анализ 
проводили слепым методом, при котором исполнитель 
не знал в какие минипулы входят те или иные образцы. 
Всего было проанализировано 10 минипулов. Из них в 
четырех минипулах был показан определяемый пред-
ложенным методом уровень ДНК ВГВ, в то время как в 
двух минипулах ВГВ не удалось обнаружить при объеме 
экстрагируемой плазмы 100 мкл и удалось при объеме 
плазмы 300 мкл, в одном минипуле ВГВ не обнаружен 
даже при увеличении объема плазмы. В указанный мини-
пул были включены пять ДНК ВГВ-негативных образцов 
и один ДНК ВГВ-позитивный образец с предположитель-
ной вирусной нагрузкой менее 15 МЕ/мл. 

Предложенный метод позволит выявлять ВГВ с низ-
кой вирусной нагрузкой у ВИЧ- и ВГС-инфицированных 
пациентов, идентифицировать ВГВ у больных с гепати-
том неясной этиологии. Посттрансфузионная инфекция 
ВГВ представляет собой серьезную проблему и является 
одним из значимых факторов риска инфицирования лю-
дей, риск инфицирования ВГВ после трансфузии выше, 
чем у других передаваемых через кровь вирусов, таких 
как ВИЧ и ВГС. Таким образом, описанный метод может 
быть востребован для совершенствования обеспечения 
инфекционной безопасности крови при трансфузиоло-

Кривые флуоресценции, отражающие динамику образования продукта реакции 
в ходе второго этапа амплификации ДНК ВГВ. Треугольниками обозначены сиг-
налы флуорофора FAM, без дополнительных отметок – ROX.

Т а б л и ц а  4
Результаты тестирования специфичности метода выявления 

ДНК ВГВ в крови при низкой вирусной нагрузке

Наименование 
группы образцов

Количество 
образцов

Положи-
тельные

Отрица-
тельные

Сомни-
тельные

Беременные 
женщины 
(СЗФО)

96 2 94 0

Пациенты 
гемодиализного 
центра (СЗФО)

37 1 36 0

Мигранты 
(страны ближ-
него зарубежья)

199 18 181 0

Условно-здо-
ровые лица 
(Вьетнам)

397 107 290 0
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гических и иных манипуляциях, включая гемотрансфу-
зии при проведении плановых и экстренных хирургиче-
ских операций, что является актуальной медицинской 
проблемой и должно осуществляться в первую очередь 
с целью предупреждения передачи вирусов.

Заключение. Разработанный метод выявления ДНК 
ВГВ в плазме крови при низкой вирусной нагрузке на ос-
нове технологии ПЦР в режиме реального времени позво-
ляет идентифицировать различные геноварианты ХВГВ 
как характерные, так и редко встречающиеся на террито-
рии РФ, циркулирующие в других регионах мира. Метод 
может быть использован для выявления ВГВ в группах 
риска, в популяции, а также при скрининге доноров кро-
ви в целях обеспечения безопасности гемотрансфузий.

Финансирование. Отраслевая НИР «Изучение со-
временных особенностей эпидемиологического процесса 
вирусных гепатитов» №АААА-А16-116061410037-0.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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