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Для оценки значимости влияния мутаций лекарственной устойчивости ВГС к препаратам прямого противовирусного дей-
ствия (ПППД) среди пациентов с хроническим гепатитом С (ХГС) разработан метод, позволяющий определить наличие 
мутаций резистентности в генах NS5A, NS5B, NS3 методом ПЦР с последующим секвенированием. При разработке метода 
использованы образцы плазмы крови 193 пациентов с диагнозом ХГС, проживающих на территории Санкт-Петербурга и 
Ленинградской области. Для определения клинически значимых нуклеотидных замен в регионах NS3, NS5A, NS5B ВГС ис-
пользована разработанная методика на основе двухэтапной ПЦР, а именно: продукт амплификации кодируемых регионами 
белков NS3 область 3312- 4341 нт, NS5A область 6129- 6949 нт, NS5B область 8007- 8634 нт, получали методом «гнездо-
вой» (nested) ПЦР с использованием на каждом этапе пары праймеров в зависимости от определенного ранее генотипа ВГС. 
Для определения наличия мутаций устойчивости использовано программное обеспечение «Geno2pheno HCV resistance”. На 
основании анализа данных выявлено, что необходимая вирусная нагрузка для проведения секвенирующей реакции и получения 
нуклеотидной последовательности искомых фрагментов генома составляет 1,5х103 МЕ/мл и более. Разработанный способ 
позволяет идентифицировать наличие мутаций лекарственной резистентности вируса к противовирусным препаратам 
при наиболее распространенных в РФ субгенотипах ВГС (1, 2, 3) и может быть использован для определения стратегии ле-
чения пациентов с ХГС и назначении повторного лечения при неуспехе первой линии терапии. Метод использован для оценки 
распространённости мутаций устойчивости ВГС среди некоторых уязвимых групп населения: пациенты с моноинфекцией 
ВГС и пациенты с коинфекцией ВИЧ/ВГС.
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TECHNIQUE FOR DETECTION SIGNIFICANT NUCLEOTIDE SUBSTITUTIONS IN TARGET 
GENES BASED ON THE METHODOLOGY FOR DETECTION HEPATITIS C VIRUS’ES RESISTANCE 
MUTATIONS
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To assess the significance of the impact of HCV drug resistance mutations on DAAs among patients with chronic hepatitis C (CHC), 
a method was developed to determine the presence of clinically significant nucleotide substitutions in the NS5A, NS5B, NS3 genes 
using PCR followed by sequencing. When developing the method, blood plasma samples were used from 193 patients diagnosed with 
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CHC living in St. Petersburg and the Leningrad region. To determine clinically significant nucleotide substitutions in the NS3, NS5A, 
NS5B regions of HCV, we used a developed method based on two-step PCR, namely: amplification product of proteins encoded by 
the regions, namely NS3 region 3312-4341 nt, NS5A region 6129-6949 nt, NS5B region 8007-8634 nt, was obtained by nested PCR 
using a pair of primers at each stage depending on from the previously determined HCV genotype. To determine the presence of 
significant nucleotide substitutions, the “Geno2pheno HCV resistance” software was used. Based on data analysis, it was revealed 
that the required viral load to carry out a sequencing reaction and obtain the nucleotide sequence of the desired genome fragments for 
determining MDR is 1.5x103 IU/ml or more. The developed method allows us to identify the presence of mutations of drug resistance of 
the virus to antiviral drugs in the most common HCV subgenotypes in the Russian Federation (1, 2 and 3) and can be used to determine 
the treatment strategy for patients with CHC and prescribe re-treatment if first-line therapy fails. This method was used to estimate the 
prevalence of HCV resistance mutations among certain vulnerable populations: patients with HCV monoinfection and patients with 
HIV/HCV coinfection.
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Введение. Социальная значимость бремени вирусных 
гепатитов продолжает охватывать мировое население, 
являясь седьмой по значительности причиной смерт-
ности во всем мире. Заболевания, вызванные острыми 
гепатитами, осложнениями хронических форм, такие 
как цирроз и рак печени, по оценкам экспертов являют-
ся причиной смерти 1,4 миллионов человек в год [1]. Из 
этих смертей 48% случаев приходится на вирус гепатита 
С (ВГС) [2]. По данным Всемирной организации обще-
ственного здравоохранения, более 60 млн человек в ми-
ре страдают хроническим вирусным гепатитом С (ХГС), 
при этом ежегодный прирост заболеваемости составляет 
1,5 млн человек. Отсутствие специфической вакцино-
профилактики осложняет надзор за инфицированием и 
распространением заболеваемости в целом [3].

ВГС может быть причиной как острой, так и хрони-
ческой формы инфекции. В течение первых 6 месяцев 
после инфицирования, у 15-45% пациентов наблюдает-
ся спонтанная элиминация вируса, однако, в остальных 
случаях ВГС инфекция приобретает хроническое тече-
ние [4]. Острая стадия наступает через 2-12 недель после 
заражения (в среднем 7 нед), длится от 2 до 12 недель и 
характеризуется отсутствием специфических симпто-
мов болезни. При отсутствии спонтанного излечения, 
инфекция перетекает в хроническую форму, которая 
характеризуется увеличением уровня аминотрансфераз, 
прогностическим развитием цирроза в 10-20% случаев в 
течение 20-30 лет [5]. Прогностическая частота развития 
цирроза возрастает до 41% при течении хронического 
вирусного гепатита С (ХГС) более 30 лет [6].

Распространённость ВГС инфекции неоднородна и 

детерминирована географическим регионом. Наиболь-
ший процент встречаемости (7,5%) ВГС описан для 
стран Восточной и Центральной Азии, Африки. Для 
России данный показатель составляет 0,45% и характе-
ризуется наибольшей распространённостью в Централь-
ном Федеральном округе [7]. В Российской Федерации 
ежегодно регистрируется более 40 тыс. случаев впервые 
выявленного ХГС. По данным Роспотребнадзора, в 2017 
году зарегистрировано более 50 тыс. новых случаев, в 
2018 году - 48 тыс., в 2019 году - 45 тысяч. Несмотря на 
отрицательную тенденцию первичной заболеваемости, 
общее число лиц с ХГС продолжает увеличиваться. По 
оценочным данным в России в настоящее время прожи-
вает около 5,8 миллионов лиц с диагнозом ХГС [8].

До 2011 года стандартом лечения ХГС являлась 
комбинация пегилированного интерферона и противо-
вирусного препарата рибавирина в течение 24 или 48 
недель, в зависимости от генотипа вируса [9]. Данная 
схема терапии отличалась высоким количеством неже-
лательных побочных явлений и отсутствием достиже-
ния устойчивого вирусологического ответа (УВО) - не-
определяемая вирусная нагрузка, достигаемая во время 
терапии. У пациентов с ВГС генотипа 1 достижение 
УВО наблюдалось лишь в 55% случаев, а декомпен-
сированное состояние печени и почечная недостаточ-
ность вовсе являлась противопоказанием к лечению 
интерфероном [10].

Революцией в терапии ХГС стала разработка пре-
паратов прямого противовирусного действия (ПППД), 
направленных на ключевые белки вируса -  протеазу 
NS3, полимеразу NS5B, белок NS5A. Белок NS3 име-
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ет две известные ферментативные активности: сери-
новую протеазу и геликазу. Большинство ПППД, на-
целенных на этот белок, действуют как ингибиторы 
протеазы. Одним из основных механизмов действия 
этого класса ПППД является ингибирование проте-
олитического расщепления вирусных белков от NS3 
до NS5B, что в конечном итоге подавляет репликацию 
вирусной РНК [11]. Белок NS5A состоит из α-спирали, 
которая связывается с мембраной клетки и тремя по-
следовательными доменами (домен 1-3). Домены 1 и 
2 важны для репликации вирусной РНК, домен 3 не-
заменим для сборки вируса. Ингибиторы NS5A огра-
ничивают два разных этапа жизненного цикла HCV: 
формирование комплекса репликации и сборку вируса 
[12]. Белок NS5B представляет собой РНК-зависимую 
РНК-полимеразу, ключевой фермент, непосредственно 
катализирующий синтез «+» и «-» цепи вирусных РНК. 
Ингибиторы NS5B белка ограничивают синтез белка 
вируса. На данный момент выделяют 4 группы ПППД, 
нацеленных на 3 вирусных неструктурных белка-ми-
шени: ингибиторы NS3-протеазы, ингибиторы NS5A-
репликативного комплекса, нуклеотидные и ненуклео-
тидные ингибиторы NS5B РНК-полимеразы [13].

По сравнению с терапией интерфероном, лечение 
ПППД значительно увеличило частоту достижения 
УВО (более 90%), сократило продолжительность курса 
(до 12 недель), снизило количество побочных явлений, 
режим приёма препарата стал более удобен для паци-
ентов [14-16]. Для доли пациентов (около 5%) противо-
вирусная терапия оказывается неэффективной, а имен-
но: отсутствие достижения УВО, либо возникновение 
рецидива инфекции в виде обнаружения вируса в кро-
ви во время терапии [17]. Данные неудачи могут быть 
связаны с феноменом лекарственной устойчивости воз-
будителя к противовирусным препаратам. По некото-
рым данным, в 83% случаев неудачного исхода терапии 
обнаруживались одна или несколько мутаций лекар-
ственной устойчивости (МЛУ) в участках генома, ко-
дирующих белки-мишени для действия ПППД [18,19].

Возникновение резистентности вируса связано с на-
личием нуклеотидных замен, появляющихся рандомно 
в генах NS3, NS5A, NS5B ВГС при каждом цикле репли-
кации. Такие замены называются заменами, связанными 
с устойчивостью (RAS - resistance associated substiution) 
[20]. Большинство подобных замен в геноме не нару-
шают фитнес (способность вируса выживать и размно-
жаться в определённых условиях) дикого вируса в обыч-
ных условиях, но в условиях приёма ПППД мутантные 
штаммы имеют преимущество перед диким типом виру-
са. Ещё одной причиной отсутствия успеха терапии пер-
вой линии может являться заражение пациента вариан-
том вируса, ассоциированным с резистентностью (RAV 
- resistance associated variant). В данном случае идет речь 
о первичной резистентности к противовирусным препа-
ратам, о чём может свидетельствовать отсутствие ответа 
на назначенную терапию в принципе [21].

Современная лабораторная диагностика не предус-
матривает выполнение анализа на резистентность ВГС 
к ПППД из-за отсутствия общепринятого метода на от-
ечественном рынке. Целесообразность использования 
исследования для выявления терапевтически значимых 
нуклеотидных замен обоснована не только подбором 
альтернативной схемы лечения при вирусологическом 

прорыве, но и выбором оптимальной стартовой тера-
пии.

Целью работы являлась возможность использования 
метода определения МЛУ ВГС к ПППД для оценки зна-
чимости данных мутаций среди пациентов с ХГС на тер-
ритории Санкт-Петербурга и Ленинградской области.

Материал и методы. Использованы образцы плаз-
мы крови, полученные от 193 пациентов с подтверж-
дённым ХГС, проживающих на территории Санкт-
Петербурга и Ленинградской области.

Экстракцию РНК проводили с помощью комплекта 
реагентов для выделения РНК/ДНК из клинического 
материала «РИБО-преп» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), со-
гласно инструкции производителя. Качественный ана-
лиз на наличие ВГС в плазме крови проводили методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизаци-
онно-флуоресцентной детекцией в режиме «реально-
го времени» на коммерческом наборе «АмплиСенс® 
HCV-FL (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), согласно инструк-
ции производителя.

Для оценки вирусной нагрузки образцов при анализе 
чувствительности разрабатываемого метода использова-
на ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 
в режиме «реального времени» на коммерческом наборе 
«АмплиСенс® HCV-Монитор-FL» (ФБУН ЦНИИЭ, Мо-
сква), согласно инструкции производителя.

Для определения генотипа вируса использована 
ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в 
режиме «реального времени» на коммерческом наборе 
«АмплиСенс® HCV-генотип-FL» (ФБУН ЦНИИЭ, Мо-
сква), согласно инструкции производителя.

Для образцов с подтверждённой вирусной нагруз-
кой выполнена реакция обратной транскрипции для 
получения кДНК на матрице РНК с использованием 
набора «Реверта-L» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), соглас-
но инструкции производителя. Далее проводили ам-
плификацию целевых регионов NS3, NS5A, NS5B в два 
этапа для увеличения чувствительности и специфично-
сти анализа (метод nested-ПЦР) с использованием гено-
тип-специфичных олигонуклеотидов (табл. 1).

Для проведения специфической ПЦР отдельных генов 
ВГС использован следующий состав амплификационной 
смеси в общем виде: 15 пM каждого олигопраймера, 1,0 
мМ каждого нуклеозидтрифосфата, 6,7 мМ MgCl2, 1 ед. 
рекомбинантной Taq ДНК-полимеразы (Fermentas), бу-
фер для Taq ДНК-полимеразы (750 мМ Трис-HCl, (рН 
8,8), 200 мМ (NH4)2SO4, 0,1% (v/v) твин 20), 1 мкг матри-
цы, вода без нуклеаз до конечного объёма 30 мкл.

Разработан режим амплификации: денатурация при 
95 0С в течение 5 минут, 30 циклов амплификации в 
режиме 95 0С - 20 секунд, 55-65 0С - 30 с, 72 0С - 90 се-
кунд. Финальная элонгация при 72 0С - 5 минут.

Для амплификации продуктов ПЦР использованы 
специфические праймеры (Евроген, Россия), после-
довательность которых подобрана с помощью лите-
ратурных источников, и разработана с применением 
программного инструмента для дизайна праймеров 
NCBI/Primer-BLAST согласно оптимальным алгорит-
мам (см. табл. 1).

Качество продуктов ПЦР оценивали методом электро-
фореза в геле, окрашенном бромистым этидием с исполь-
зованием системы гель-документации и последующим 
анализом на предмет наличия фрагмента и его длины.
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Т а б л и ц а  1
Нуклеотидные последовательности праймеров, использованные для получения целевых регионов, ассоциированных с МЛУ

Праймер Нуклеотидная последовательность
Для всех генотипов

HCV NS5B out F 5'-GTSTGGITRGACYTICTGGAACAC-3'
HCV NS5B out R 5'-RGIGCRGARTACCTRGTCATAGCCT-3'
HCV NS5B in F 5'-IACYATCATGGCITARAGYGAGGT-3'
HCV NS5B in R 5'-ACCTTGTCATAGCCTCGGTGAA-3'

Генотип 1а
HCV NS3 out F 5'-CCRRATGGAGACCAAGTTCATYACGT-3'
HCV NS3 out R 5'-TCNGTDGTRTGGCACTCRTCACA-3'
HCV NS5A out F 5'-GTTGGGCCGGGCGAGG-3'
HCV NS5A out R 5'-CGCCCATCTCCTGCCTGCA-3'
HCV NS3 in F 5'-GCRTGYCGBGACATCATYAACGG-3'
HCV NS3 in R 5'-CAVCCRCCRTCRGCNACGAACTTG-3'
HCV NS5A in F 5'-TCCCCCACGCACTACGTG-3'
HCV NS5A in R 5'-GTGCAAGTGGCCTTGAGAG-3'

Генотип 1b
HCV NS3 out F 5'-GAYATGGAGAYYAAGRTCATYACCTGG-3'
HCV NS3 out R 5'-TCAAGCCGTCTCCGCTTGG-3'
HCV NS5A out F 5'-TGGATGAACCGGCTGATAG-3'
HCV NS5A out R 5'-CCACAGGAGRTTGGCCTC-3'
HCV NS3 in F 5'-GCRGCRTGYGCGGACATCAT-3'
HCV NS3 in R 5'-CCARGACYGTGCCRATGCCCA-3'
HCV NS5A in F 5'-TCCCCCACGCACTAYGTG-3'
HCV NS5A in R 5'-CTRGCYGARGAGCTGGCC-3'

Генотип 2
HCV NS3 out F 5'-CTCACMCCTATGTCGGAYTGGGC-3'
HCV NS3 out R 5'-CCATCGGCGAGRAATTTGCCATAYGGGGA-3'
HCV NS5A out F 5'-GCGGTCCAGTGGATGAACAG-3'
HCV NS5A out R 5'-ACTCRATCCGGGTCACRTC-3'
HCV NS3 in F 5'-ATGGAGAAGAACGTCATCGTCTGGGG-3'
HCV NS3 in R 5'-GTCCTAATGTTGGGATTGATGCCATGTGC-3'
HCV NS5A in F 5'-CACTACGTGRCRGAGTNTG-3'
HCV NS5A in R 5'-GCTGGCTYGCTGARGAGC-3'

Генотип 3а
HCV NS3 out F 5'-GAYCACCTAGCRCCAATGCAACA-3'
HCV NS3 out R 5'-TAGGTGGARTAGGGCAGTTTRGCACCAGTTG-3'
HCV NS5A out F 5'-TGGATGAACAGGCTCATYGC-3'
HCV NS5A out R 5'-ATGTTRCTGCCCATCTCTTG-3'
HCV NS3 in F 5'-GCCACTGAACCTGTAATATTTAGTCCCATGG-3'
HCV NS3 in R 5'-GTGCGGTTCGCAGTGCGGA-3'
HCV NS5A in F 5'-GTYCCCGAGAGCGATGCYGC-3'
HCV NS5A in R 5'-AGTTGGCTGGRGACGAGCTYGC-3'

Примечание. Out – праймеры, используемые на первом этапе ПЦР, in – праймеры, используемые на 2-м этапе ПЦР.

Для определения мутаций резистентности в ре-
гионах NS3, NS5A, NS5B ВГС использована разрабо-
танная методика на основе двухэтапной ПЦР: про-
дукт амплификации кодируемых регионами белков, 
а именно NS3 область 3312-4341 нт, NS5A область 
6129-6949 нт, NS5B область 8007-8634 нт, получали 
методом «гнездовой» (nested) ПЦР с использованием 
на каждом этапе пары праймеров в зависимости от 
определённого ранее генотипа ВГС.

На первом этапе проводили ПЦР с использованием 
10 пмоль/л прямого и 10 пмоль/л обратного прайме-
ров HCV NS3 out (1a, 1b, 2, 3a), HCV NS5А out (1a, 1b, 
2, 3a), HCV NS5B out (1a, 1b, 2, 3a) представленных в 
табл. 1. На втором этапе для повышения чувствитель-

ности проводили второй этап ПЦР с использованием 
продукта амплификации первой реакции и одной из 
пар внутренних праймеров для трёх регионов вируса - 
так же по 10 пмоль/л каждого.

Далее следовал этап очищения продуктов амплифи-
кации методом спиртового осаждения в присутствии 
ацетата натрия, для чего смесь из 2 мкл 3М ацетата на-
трия, 2 мкл 0,125М EDTA и 1 мкл гликогена вносили 
в 20 мкл продукта амплификации и инкубировали при 
комнатной температуре в присутствии охлаждённого 
96% этилового спирта 15 минут. Центрифугировали 
при 14 тыс. об/мин, 4 0С 15 минут, супернатант удаляли 
и дважды промывали осадок охлажденным 70% этило-
вым спиртом, повторяя процедуру центрифугирования 
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на холоде. Промытый осадок сушили.
Для анализа качества очищения продуктов амплифи-

кации осадок растворяли в 30 мкл ТЕ-буфера и визуали-
зировали в агарозном геле. Концентрацию нуклеиновых 
кислот измеряли на флюориметре Qubit 2.0 по стандарт-
ной методике, рекомендованной производителем.

Очищенный фрагмент с концентрацией 50-100 нг 
в зависимости от нуклеотидного состава анализиру-
емого участка использован для постановки секвени-
рующих реакций с прямого и обратного праймеров 
для каждой пары праймеров второго этапа ПЦР для 
каждого образца.

Для постановки секвенирующей реакции исполь-
зован набор реагентов ABI PRISM BigDye Terminator 
v3.1. (Applied Biosystems, США), согласно инструкции 
производителя. Для этого готовили смесь следующего 
состава: матрица 0,2-8,0 мкл, праймер для секвениро-
вания 3,0 мкл (концентрация 1,6 пмол/мкл), ABI PRISM 
BigDye Terminator v3.1 Kit 8 мкл, деионизированная во-
да до конечного объёма смеси 20 мкл. Секвенирующую 
реакцию проводили при условиях: устанавливали 25 
циклов амплификации в режиме: 96 0С - 10 секунд, 50 
0С - 5 с, 60 0С - 4 минуты. Продукты секвенирующей 
реакции очищали с использованием вышеприведенных 
методов, очищенный осадок растворяли в формамиде и 
помещали в генетический анализатор ABI PRISM 3500 
(Applied Biosystems, США).

Первичный анализ полученных в ходе секвенирова-
ния фрагментов проведён с помощью программы NCBI 
Blast в сравнении с представленными в международной 
базе данных GenBank нуклеотидными последователь-
ностями референсных образцов. Выравнивание нукле-
отидных последовательностей проведено в программе 

MEGA версия 11, применяя алгоритм ClustalW [22]. 
Для определения МЛУ ВГС к ПППД использовано ПО 
Geno2pheno HCV resistance [23].

Результаты. Для выявления МЛУ ВГС разрабо-
тан способ детекции значимых нуклеотидных замен в 
генах-мишенях на базе методики выявления мутаций 
резистентности в регионах NS3, NS5A, NS5B, основан-
ной на ПЦР, представленный в коммерческих наборах 
DeepChek® Assay-HCV NS3, DeepChek® Assay-HCV 
NS5A, DeepChek® Assay-HCV NS5B (RUO) (Люксем-
бург). Принцип тестирования основан на секвенирова-
нии по Сенгеру предварительно полученных продуктов 
амплификации белков-мишеней. Данный метод позво-
ляет выявить значимые нуклеотидые замены к ПППД 
в трёх регионах ВГС 1-6 генотипов. Для образцов ВГС 
генотипа 2 необходимо использование другого набора 
реагентов DeepChek® Assay-HCV NS5A (GT2). Недо-
статком метода является отсутствие возможности вы-
явления МЛУ одновременно во всех трёх генах-мише-
нях для генотипов 1, 2, 3.

Аналитическую чувствительность разработанного 
метода проверяли путём поэтапного разведения. Опре-
делены 10 образцов плазмы крови, содержащие раз-
личные концентрации ВГС. Каждый образец поэтапно 
разводили предварительно проанализированной плаз-
мой крови без ВГС (чистой плазмой) до десятикратно-
го последовательного разведения (табл. 2).

После разведения осуществляли экстракцию РНК 
из каждого пула разведения каждого образца с помо-
щью коммерческой тест-системы. После получения 
кДНК образцы амплифицировали, согласно предло-
женному методу. Результаты выявления вируса в пулах 
разведения представлены в табл. 3.

Т а б л и ц а  2
Вирусная нагрузка использованных в оценке аналитической чувствительности образцов в разведениях 

Образец МЕ/мл 
образца

МЕ/мл 
пул 1

МЕ/мл 
пул 2

МЕ/мл 
пул 3

МЕ/мл 
пул 4

МЕ/мл 
пул 5

МЕ/мл 
пул 6

МЕ/мл 
пул 7

М Е / м л 
пул 8

МЕ/мл 
пул 9

1 32*107 16*107 8,5*107 4,2*107 2,1*107 1,2*106 5,3*106 3,1*106 1,6*106 7,8*105

2 65*106 32,5*106 16,3*106 8,2*106 4,1*106 2,1*106 1,1*106 5,2*105 2,6*105 1,3*105

3 13*106 6,8*106 3,4*106 1,7*106 8,5*105 4,3*105 2,2*105 11*104 5,5*104 2,8*104

4 37*105 18,5*105 9,3*105 4,7*105 2,4*105 1,2*105 6*104 3,1*104 2,5*104 1,3*104

5 12*105 6*105 3,1*105 2,6*105 13*104 6,5*104 3,3*104 1,7*104 8,5*103 4,3*103

6 41*104 20,5*104 10,3*104 5,1*104 2,6*104 1,3*104 6,5*103 3,3*103 1,6*103 8*102

7 22*104 11*104 5,5*104 2,8*104 1,4*104 7*103 3,5*103 1,5*103 9*102 4,5*102

8 74*103 37*103 18,5*103 9,3*103 4,6*103 2*103 1,2*103 6*102 3*102 1,5*102

9 12*103 6,1*103 3*103 1,8*103 7,5*102 3,8*102 2*102 95 48 24
10 11*102 5,5*102 1,9*102 1,2*102 60 30 15 7,5 3,8 1,9

Примечание. Жирным шрифтом выделено - вирусную нагрузку в пулах анализировали выборочно.

На основании анализа данных выявлено, что необходимая 
вирусная нагрузка для проведения секвенирующей реакции 
и получения нуклеотидной последовательности искомых 
фрагментов генома для определения МЛУ составляет 
1,5х103 МЕ/мл и более.

Аналитическую специфичность метода проверяли 
методом «слепого» анализа пула предварительно 
охарактеризованных коммерческими тест-системами ВГС-
позитивных и ВГС-негативных образцов плазмы крови, 
а так же исследованием образцов ДНК/кДНК вируса 

гепатита А, вируса гепатита D, вируса гепатита B, вируса 
гепатита E, вируса гепатита G, вируса иммунодефицита 
человека, вируса Эпштейна-Барр, цитомегаловируса, 
вируса простого герпеса 1 и 2 типов, вируса герпеса 6 и 
8 типов, парвовируса В19, вируса клещевого энцефалита. 
Проанализированы 218 образцов плазмы крови условно-
здоровых лиц, проживающих на территории Санкт-
Петербурга, методом амплификации региона NS5B, что не 
требовало предварительного определения генотипа вируса. 
В обследованной группе кДНК ВГС выявлена в 7/7 случаев, 
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Т а б л и ц а  3
Выявление регионов NS3, NS5A, NS5B ВГС в пулах разведения в соответствии с таблицей 2

Образец Без 
разведения Пул 1 Пул 2 Пул 3 Пул 4 Пул 5 Пул 6 Пул 7 Пул 8 Пул 9

1 + + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + + +
3 + + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + + +
5 + + + + + + + + + +
6 + + + + + + + + + -
7 + + + + + + + + - -
8 + + + + + + - - - -
9 + + + + + - - - - -
10 - - - - - - - - - -

Примечание . «+» - образец, визуализируемый при электрофорезе в агарозном геле, «-» - образец, визуализируемый при электрофорезе в агароз-
ном геле . Для «+» образцов возможно дальнейшее секвенирование .

подтверждённых в дальнейшем прямым секвенированием 
фрагментов генома . В пулах, содержащих геномную ДНК/
кДНК схожих по структуре вирусов, перечисленных выше, 

неспецифических реакций не выявлено . Сравнительный 
анализ специфичности метода выявления МЛУ ВГС к 
ПППД показал его высокую специфичность .

Генотипическую специфичность метода проверяли 
путём получения продуктов амплификации регионов 
NS3, NS5A, NS5B наиболее распространённых в РФ ге-
нотипов ВГС (1, 2, 3) . Проведён «слепой» анализ, для 
чего пробирки с ВГС-негативными образцами объеди-
няли с пробирками, содержащими ВГС-позитивную 
плазму крови больных с известными генотипами ви-
руса, пробирки маркировали сквозной нумерацией . 
Определены 10 образцов плазмы крови разных гено-
типов ВГС удовлетворительной вирусной нагрузки для 
дальнейшего секвенирования (1,5х103 МЕ/мл и более) . 
Список образцов представлен в табл . 4 .

Т а б л и ц а  4
Образцы для определения генотипической специфичности 

метода

№ образца Генотип ВГС
1 1a
2 1b
3 3a
4 2
5 1a
6 1b
7 3a
8 2
9 1b
10 3a

На основании анализа полученных данных вы-
явлено, что для определения нуклеотидных последо-
вательностей региона NS5B достаточно двух неспец-
ифических для всех генотипов пар олигонуклеотидных 
праймеров . Для определения нуклеотидных последова-
тельностей регионов NS3, NS5A разных генотипов, на-
против, необходимо использование набора праймеров, 
специфичных для каждого отдельного генотипа .

В качестве примера оценки чувствительности на 

гель-электрофорезе на рисунке представлена фотогра-
фия электрофореза продуктов амплификации второго 
этапа региона NS3 последовательных разведений об-
разца № 7, вирусная нагрузка 22*104 МЕ/мл . Осталь-
ные регионы выглядят аналогично представленному 
на рисунке .

Продукты амплификации седьмого разведения 
(предположительно около 1500 МЕ/мл) видны сла-
бо, однако концентрации продукта достаточно для 
проведения секвенирующей реакции и получения 
нуклеотидных последовательностей искомых фраг-
ментов генома .

Негатив фотографии электрофореграммы продуктов амплификации вто-
рого этапа ПЦР региона NS3 (последовательное разведение образца № 7, 
вирусная нагрузка 22*104 МЕ/мл .)

Обсуждение. Для оптимизации терапии ВГС ис-
пользование методов генотипирования и поиска му-
таций лекарственной устойчивости, основанных на 
одном участке генома, представляется нецелесообраз-
ным . В настоящий момент известны не все аминокис-
лотные замены, приводящие к фармакорезистентности 
к определённым группам препаратов, но данные о та-
ких мутациях накапливаются, новые идентифициро-
ванные варианты пополняют список значимых замен . 
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Связано это с тем, что, хотя высокая генетическая гете-
рогенность характерна для всех РНК-вирусов, включая 
ВГС, вопрос о часто встречающихся полиморфных ва-
риантах, которые потенциально могут быть причиной 
снижения чувствительности или полной устойчивости 
к некоторым препаратам, до конца не изучен. Оценка 
гетерогенности нуклеотидных последовательностей 
фрагментов генома ВГС играет важную роль даже в тех 
случаях, когда МЛУ не выявлены, так как важен анализ 
природных полиморфных паттернов, потенциально 
способных оказаться МЛУ. В связи с появлением новых 
препаратов и новых схем лечения нельзя исключить, 
что частые замены, ранее не идентифицированные как 
связанные с устойчивостью, окажутся таковыми. Но и 
статистика результатов лечения ПППД продолжает об-
новляться. Вполне возможно, что снижение ответа или 
отсутствие ответа на существующие лекарства может 
быть связано с такими полиморфными вариантами. За-
мены, представляющие собой естественный полимор-
физм для одного генотипа вируса, могут быть мутация-
ми лекарственной устойчивости для другого генотипа. 
В связи с чем даже для назначения пангенотипических 
препаратов необходимо определение генотипа вируса, 
чтобы исключить наличие мутаций, которые потенци-
ально могут вызвать снижение терапевтической эф-
фективности у пациентов с данным генотипом. Способ 
взаимодействия этих мутаций с уже известными поли-
морфными вариантами, связанными с устойчивостью, 
может быть сложным. Теоретически возможно, что 
комбинации мутаций/полиморфизма могут обеспечить 
новый вариант резистентности, усилить существую-
щую устойчивость или, напротив, повысить эффектив-
ность противовирусных препаратов. Некоторые по-
лиморфные варианты на самом деле могут оказаться 
клинически значимыми, привести к будущей вирусной 
резистентности под влиянием терапии или других фак-
торов, однако для понимания этого необходим постоян-
ный мониторинг и сбор информации.

Описанный способ помогает решить эту проблему, 
способствуя совершенствованию мониторинга за ВГС-
инфекцией. Использование метода позволило выявить 
мутации лекарственной устойчивости ВГС среди уяз-
вимых групп пациентов, в том числе среди больных 
ХГС с прорывом заболевания на терапии ПППД и сре-
ди ВИЧ-инфицированных лиц. Среди больных ХГС, 
не получивших эффективного результата при лечении 
ПППД, МЛУ определены в 87% случаев. Выявленные 
нуклеотидные замены вели к устойчивости в отноше-
нии, по крайней мере одного из препаратов, входящих 
в схему терапии. Определены мутации резистентности 
к другим ингибиторам, которые могут быть использо-
ваны в качестве терапии резерва [19]. Использование 
представленного метода позволило определить высо-
кий уровень распространённости устойчивости к про-
тивовирусным препаратам среди пациентов, раннее не 
принимавших ПППД (12%). Большинство клинически 
значимых замен обнаружены в регионе NS3 вируса, 
попадающего в область интересов специалистов зна-
чительно реже, чем NS5B. Обнаружены мутации, свя-
занные с устойчивостью к рибавирину, что является ак-
туальной проблемой, так как из-за высокой стоимости 
и иных факторов, терапия ПППД не всегда доступна 
пациентам с ХГС [24].

Отдельного внимания заслуживает группа ВИЧ-
инфицированных лиц, нередко коинфицированных 
ВГС. Среди коинфицированных ВГС лиц с вирусо-
логической неэффективностью антиретровирусной 
терапии, мутации лекарственной устойчивости ВГС 
определили у 16,6% пациентов – обнаруживали по 
крайней мере одну мутацию, связанную с устойчиво-
стью к терапии ПППД, в каком-либо из трёх целевых 
регионов ВГС. У некоторых пациентов обнаружены 
мутации одновременно в двух регионах и даже во всех 
трёх регионах. У нескольких пациентов выявлена фар-
макорезистентность к препаратам, обусловленная на-
личием сразу двух мутаций в одном регионе, причём 
такая ситуация показана как в регионе NS3, так и в ре-
гионе NS5A. Ещё выше оказалась встречаемость МЛУ 
ВГС у лиц с впервые выявленной инфекцией ВИЧ, не 
получавших ранее терапии ни против ВИЧ, ни против 
ВГС. У 25% пациентов этой группы обнаружены за-
мены, связанные с резистентностью. Мутации среди 
ВГС генотипа 1а представляли собой замены C316Y 
и N444D, среди ВГС генотипа 1b выявлены замены 
C316N, C451S, S556N/G. У пациентов с ВГС 3а выяв-
лены образцы с мутацией D310N, которая не является 
в прямом смысле слова МЛУ, но ассоциирована с не-
благоприятным прогнозом заболевания [21]. Это пред-
ставляет собой дополнительное свидетельство необхо-
димости обратить пристальное внимание на полимор-
физм регионов NS3, NS5A, NS5B генома ВГС не только 
в целях поиска мутаций фармакорезистентности, но и 
для анализа возможной клинической значимости ами-
нокислотных замен.

Хотя метод разработан с использованием в качестве 
базовых образцов штаммов ВГС, циркулирующих на 
территории Санкт-Петербурга и Ленинградской об-
ласти, применение его в качестве основы возможно и 
при исследовании образцов в других регионах. Метод 
позволил генотипировать изоляты ВГС, полученные от 
условно здоровых жителей Социалистической Респу-
блики Вьетнам [25].

Заключение. Разработанный способ выявления му-
таций лекарственной устойчивости вируса гепатита 
С к препаратам прямого противовирусного действия 
на основе технологии ПЦР позволяет определить ре-
зистентность вируса к новым препаратам в уязвимых 
группах населения, оценить гетерогенность анализиру-
емых регионов вируса. Метод может быть использован 
перед назначением терапии ХГС, во время терапии при 
вирусологическом прорыве для определения оптими-
зированной стратегии первичного или повторного ле-
чения.
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