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цель. оценка распространенности первичных мутаций лекарственной устойчивости вгс в гене NS5b у 
пациентов с впервые выявленной инфекцией вич. материалы и методы. материалом исследования служи-
ли 196  бразцов плазмы крови пациентов, проживающих на территории сзФо, с впервые выявленным вич. 
образцы обследовали на наличие антител анти-HCV и рнк вгс. в случае выявления рнк вгс осуществляли 
амплификацию с использованием трех пар праймеров, совместно фланкирующих ген NS5b. после секвенирова-
ния нуклеотидной последовательности указанного гена определяли субтип вируса и выявляли мутации лекар-
ственной устойчивости. результаты и обсуждение. антитела к вгс выявлены у 18,87 % вич-инфицированных 
лиц, рнк вгс – у 18,36 % пациентов, включая 89,18 % анти-вгс-позитивных и 1,88 % анти-вгс-негативных 
больных. показано, что ко-инфекция чаще встречается у мужчин (77,8 %), чем у женщин (22,2 %). выявлено 
отличие по вирусной нагрузке вич между группами с моноинфекцией вич и с ко-инфекцией вич + вгс, по-
казано достоверное отличие групп по количеству CD4+ лифоцитов. при филогенетическом анализе субтипы 
вгс распределены следующим образом: вгс 1b – 47,2 %, вгс 3а – 30,6 %, вгс 1а – 13,9 %, вгс 2а – 5,5 % и 
единственный образец определен как вгс 2k – 2,8 %. в девяти образцах (25 %) обнаружены мутации NS5b в 
положениях, связанных с развитием лекарственной устойчивости вгс, в том числе по два образца среди вгс 
генотипов 1а и 3а, а также пять образцов среди вгс 1b. мутации среди вгс 1а представляли собой замены 
C316Y и N444D, среди вгс 1b выявлены замены C316N, C451S, S556N/G. у пациентов с вгс 3а выявлены два 
образца с мутацией D310N, ассоциированной с неблагоприятным прогнозом заболевания. полученные данные 
рационально использовать для оценки динамики распространенности первичной фармакорезистентности вгс 
среди вич-инфицированных лиц.
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Корреспондирующий автор: Останкова Юлия Владимировна, e-mail: shenna1@yandex.ru.
Для цитирования: Останкова Ю.В., Валутите Д.Э., Зуева Е.Б., Серикова Е.Н., Щемелев А.Н., Boumbaly S., Balde T.A.L., Семенов А.В. Первичные мутации 

лекарственной устойчивости вируса гепатита C у пациентов с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией. Проблемы особо опасных инфекций. 2020; 3:97–105. DOI: 
10.21055/0370-1069-2020-3-97-105

Поступила 02.06.20. Принята к публ. 23.06.20.

Yu.V. Ostankova1, D.E. Valutite1, E.B. Zueva1, E.N. Serikova1, A.N. Shchemelev1, S. Boumbaly4,5, 
T.A.L. Balde4, A.V. Semenov1,2,3 

Primary HCV Drug Resistance Mutations in Patients with Newly Diagnosed HIV Infection
1Saint-Petersburg Pasteur Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Saint Petersburg, Russian Federation;  
2Saint-Petersburg State Medical University n.a. acad. I. P. Pavlov, Saint Petersburg, Russian Federation;  
3North-Western State Medical University n.a. I. I. Mechnikov, Saint Petersburg, Russian Federation;  
4Research Institute of Applied Biology, Kindia, Republic of Guinea;  
5Centre International de Recherche sur les Infections Tropicales en Guinée/International Research Center on Tropical Infections  
in the Republic of Guinea, Republic of Guinea

Abstract. Objective of our work was to assess prevalence of the primary HCV drug resistance mutations in the NS5b 
gene in patients with newly diagnosed HIV infection. Materials and methods. The study material was 196 blood plasma 
samples from patients living in the North-Western Federal District with newly diagnosed HIV. Samples were examined 
for the anti-HCV antibodies and HCV RNA presence. If HCV RNA was detected, amplification was performed using 
three primers pairs that co-flanked the NS5b gene. After sequencing the indicated gene nucleotide sequence, the virus 
subtype was determined and drug resistance mutations were detected. Results and discussion. Antibodies to HCV were 
detected in 18.87 % of HIV-infected individuals. HCV RNA was detected in 18.36 % of the patients, including 89.18 % 
anti-HCV-positive and 1.88 % anti-HCV-negative. It was shown that co-infection is more common in men (77.8 %) 
compared to women (22.2 %) – χ2 = 3.996 at p = 0.0456, df = 2. The difference in the HIV viral load between the 
groups with HIV monoinfection and with HIV + HCV coinfection was demonstrated (χ2 = 6.284 at p = 0.0432, df = 2). 
A significant difference between the groups by the CD4 + lyphocytes number was shown. In the phylogenetic analysis, 
the HCV subtypes are distributed as follows: HCV 1b – 47.2 %, HCV 3a – 30.6 %, HCV 1a – 13.9 %, HCV 2a – 5.5 % 
and only one sample was defined as HCV 2k – 2.8 %, respectively. Nine samples (25 %) presented NS5b mutations in 
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согласно данным воз, распространенность 
вируса гепатита с (вгс) в мире составляет пример-
но 2,8 %, затрагивая более 185 млн человек, в связи 
с чем вгс остается одной из глобальных проблем 
здравоохранения [1].

вгс приводит как к острым, так и хроническим 
заболеваниям печени, при острой стадии инфекции 
большинство людей не испытывают никаких сим-
птомов [2]. в течение 6 месяцев после заражения 
15–45 % инфицированных могут спонтанно выздо-
роветь без какого-либо лечения, в то время как у 55–
85 % разовьется хронический вирусный гепатит с 
(хвгс) с персистирующей инфекцией, связанный с 
развитием цирроза печени, гепатоцеллюлярной кар-
циномы (гцк), печеночной недостаточности [2]. 

вгс классифицирован на восемь генотипов по 
составу нуклеотидных последовательностей, отли-
чающихся друг от друга на 31–33 %, генотипы 1–4 
и 6–7 подразделяют, в свою очередь, на переменное 
число генетически более близких субгенотипов, от-
личающихся друг от друга на 20–25 % (в настоящее 
время описано более 100 субгенотипов) [3]. наиболее 
распространенным в мире генотипом является вгс 1 
(46 %), за которым следуют генотипы 3 (22 %), 2 
(13 %) и 4 (13 %) [4]. при этом, хотя генотипы 1, 2 
и 3 представлены во всем мире, их относительная 
распространенность варьирует в зависимости от 
географического района. так, 1a и 1b являются наи-
более распространенными в европе, сШа, японии, 
вгс 3a – в индии, непале и пакистане, вгс 4 пре-
обладает на ближнем востоке и в северной африке, 
генотипы 5 и 6, по-видимому, наиболее распростра-
нены в Южной африке и гонконге соответствен-
но, генотип 7 – в африке, генотип 8 – в индии [3]. 
несмотря на то, что большинство инфекций вгс в 
мире относятся к вариантам 1 и 3, встречаемость бо-
лее редких генотипов в тех или иных регионах мо-
жет быстро увеличиваться, если они оказываются 

связаны с эффективными путями передачи, так как 
в определении глобальной распространенности раз-
ных типов вируса социальные, поведенческие и де-
мографические факторы, включая международную 
миграцию, являются более важными, чем генетиче-
ские вариации вируса [5]. в российской Федерации 
(рФ) преобладают субгенотипы 1b и 3а, циркулиру-
ющие в различных соотношениях в регионах стра-
ны, затем следуют вгс 1а и 2 [6]. 

прогрессирование заболеваний печени, свя-
занных с вгс, можно предотвратить путем дли-
тельного подавления вирусной репликации эффек-
тивными лекарственными средствами. длительное 
время лечение хвгс было основано на комбинации 
пегилированного интерферона альфа и рибавири-
на (PegIFN / RBV), однако этот способ отягощен 
серьезными побочными реакциями как минимум у 
10 % пациентов, а устойчивый вирусологический 
ответ достигается только у 50 % инфицированных 
генотипом 1 и 4. революцией в терапии хвгс стала 
разработка препаратов прямого противовирусного 
действия (пппд), направленных на ключевые бел-
ки вируса: протеазу NS3, полимеразу NS5B и белок 
NS5A. схемы, сочетающие комбинации препаратов, 
нацеленных на разные мишени, приводят к увеличе-
нию частоты устойчивого вирусологического ответа 
до уровня выше 90 % и сокращают продолжитель-
ность лечения до 12 недель и менее [7]. 

в 2016 г. воз предложила глобальную страте-
гию по ликвидации вирусных гепатитов к 2030 г. в 
отношении вгс целью этой работы является сниже-
ние числа случаев заболевания на 90 %, повышение 
безопасности медицинских процедур, сокращение 
смертности на 65 %, увеличение доли людей, кото-
рым осуществлена диагностика инфекции, до 90 % 
и доли вылеченных – до 80 % [8].

поскольку в настоящее время продолжитель-
ность лечения, показатели излечения и необходи-

the positions related to the development of drug resistance of HCV, including two samples among HCV genotypes 1a 
and 3a (i.e., 5.6 % of the total HIV + HCV group), as well as five samples among HCV 1b (13.9 % of the total group). 
Mutations among HCV 1a were C316Y and N444D substitutions. Among HCV 1b, C316N, C451S, S556N/G substi-
tutions were identified. Among patients with HCV 3a, 2 samples (5.6 %) with a D310N mutation associated with an 
unfavorable disease prognosis were found. The introduction of direct sequencing of HCV nucleotide sequences into the 
routine laboratory diagnostics will allow us to estimate the primary drug resistance mutations prevalence in risk groups 
to predict the HCV life-threatening complications development – fibrosis, cirrhosis, hepatocellular carcinoma, as well as 
the outcome of antiviral therapy prognosis. The data obtained can be rationally used to assess the dynamics of the HCV 
primary pharmacoresistance prevalence among HIV-infected individuals.

Key words: Hepatitis C virus, coinfection with HIV + HCV, drug resistance mutations, primary resistance mutations, 
treatment naive patients, sequencing.
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мость применения специфических пппд, а также 
интерферона и рибавирина частично зависит от ге-
нотипа и субтипа вгс, разработка национальных 
стратегий лечения требует детального понимания 
относительной распространенности геновариан-
тов вгс в стране. еще одной проблемой является 
продолжающаяся передача вгс среди населения в 
группах высокого риска. относительная величина 
частоты передачи вируса внутри страны и за рубе-
жом может быть ключевым параметром для оценки 
успеха отдельных национальных стратегий лече-
ния. национальные программы по элиминации и 
профилактике могут быть успешными только в том 
случае, если значительная часть заражений проис-
ходит внутри страны, в то время как международ-
ная координация становится более важной при по-
вышении частоты трансграничной передачи вируса. 
исследователи в Швейцарии показали, что, хотя 
передача возбудителя между странами сохраняется, 
внутренняя передача со временем приобретает боль-
шее значение, то есть диагностический скрининг с 
особым акцентом на группы высокого риска может 
стать значимым шагом в национальной стратегии по 
ликвидации вгс и должен рассматриваться в каче-
стве одного из главных приоритетов [9]. косвенные 
данные свидетельствуют о важной роли передачи 
вгс внутри страны среди вич-инфицированных 
лиц: пациенты, у которых вич генетически близок 
с таковым у пациентов с ко-инфекцией вич + вгс, 
имеют более высокий риск заражения вгс. это так-
же указывает на высокую частоту передачи вгс в 
семейных/партнерских очагах данного контингента 
и позволяет выявить лиц с высоким риском инфи-
цирования вгс [10]. в отсутствие вакцинации для 
предотвращения инфекции и повторного заражения 
вгс важным элементом стратегий элиминации виру-
са является лечение людей с высоким риском пере-
дачи его другим. исходя из вышесказанного, люди, 
живущие с вич-инфекцией (лжв), определены 
как группа, в которой микроэлиминация вгс пред-
ставляется возможной, потому что такие больные 
с большей вероятностью будут выявлены и имеют 
больший доступ к пппд вгс, чем другие группы 
населения [11]. в то же время ко-инфекция вич + 
вгс вызывает особую озабоченность еще и потому, 
что скорость прогрессирования заболевания печени 
в этой популяции более высока и фактически явля-
ется одной из наиболее распространенных причин 
смерти среди вич-инфицированных лиц, получаю-
щих антиретровирусную терапию (арвт), и в целом 
смертность при ко-инфекции вич + вгс выше, чем 
при моноинфекциях вгс или вич [12]. причем 
вирусная нагрузка вич является независимым пре-
диктором прогрессирования фиброза печени у этих 
пациентов. 

однако высокая скорость репликации вгс и от-
сутствие механизма коррекции мутационных замен 
определяют естественную изменчивость, способ-
ствующую быстрому появлению устойчивых к ле-

карствам геновариантов [13]. генотип вгс, субтип 
и наличие ассоциированных с фармакорезистентно-
стью мутаций являются ключевыми детерминанта-
ми выбора режимов лечения пппд, в связи с чем 
неверное определение генотипа и несвоевременное 
выявление мутаций лекарственной устойчивости 
могут привести к неоптимальным схемам лечения, 
неудачному исходу терапии, если используются не 
пангенотипические схемы [14]. в связи с этим осо-
бое значение приобретает определение генотипов, 
субтипов и мутаций вгс в значимых для распро-
странения вируса внутри страны группах риска, 
в том числе и среди вич-инфицированных лиц. в 
контексте многих новых пппд важно получить по-
пуляционные данные об изменениях лекарственной 
устойчивости вгс среди не получавших лечение 
лиц, чтобы выявить мутации, которые влияют на ре-
зультат терапии.

целью нашей работы стала оценка распростра-
ненности первичных мутаций лекарственной устой-
чивости вгс в гене NS5b у пациентов с впервые вы-
явленной инфекцией вич.

материалы и методы

исследование одобрено комитетом по эти-
ке Фбун нии эпидемиологии и микробиологии 
им. пастера (санкт-петербург). в работе использо-
вана плазма крови 196 пациентов, проживающих на 
территории северо-западного федерального округа, 
с впервые выявленным вич.

образцы обследовали на наличие антител анти-
HCV и рнк вгс.

экстракцию рнк проводили с помощью ком-
плекта реагентов для выделения рнк/днк из кли-
нического материала «рибо-преп» (Фбун цнииэ, 
москва), согласно инструкции. для выявления вгс 
анализ присутствия вируса проводили методом поли-
меразной цепной реакции (пцр) с гибридизационно-
флуоресцентной детекцией в режиме реального вре-
мени с помощью коммерческого набора «амплисенс 
HсV-FL» (Фбун цнииэ, москва). вирусную 
нагрузку вгс и вич определяли с использова-
нием коммерческих наборов производства Фбун 
цнииэ (москва) «амплисенс HCV-монитор-FL» 
и «амплисенс вич-монитор-FRT» соответственно, 
согласно инструкциям производителя. 

обратную транскрипцию проводили на неспеци-
фичных праймерах с использованием коммерческо-
го набора реагентов «реверта-L» (Фбун цнииэ, 
москва) для синтеза первой цепи кднк, согласно 
инструкции производителя. реакцию останавливали 
нагреванием в течение 5 мин при температуре 70 °с. 
далее осуществляли амплификацию с использова-
нием трех пар праймеров, совместно фланкирующих 
ген NS5b вгс. 

для пцр в общем виде использовали следую-
щий состав амплификационной смеси: 3–30 пM 
каждого олигопраймера, 0,8–1,0 мм каждого дезок-
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синуклеотида, 5,8 мм MgCl2, 1 ед. рекомбинантной 
Taq днк-полимеразы (Fermentas, сШа), буфер для 
Taq днк-полимеразы, 1 мкг матрицы, вода без ну-
клеаз до конечного объема 30 мкл. амплификацию 
в общем виде проводили при следующих условиях: 
после денатурации при температуре 95 °с в тече-
ние 15 мин устанавливали 30–40 циклов в режиме: 
95 °с – 20 сек, 52–58 °с – 20–30 сек, 72 °с – 120 сек; 
затем финальная элонгация при температуре 72 °с – 
5 мин. качество пцр определяли визуально методом 
электрофореза в 2 % агарозном геле (120 в, 40 мин; 
1xTBE), окрашенном бромидом этидия. 

для последующего исследования использова-
ли специфичные праймеры. секвенирующую реак-
цию проводили согласно инструкции к набору реа-
гентов ABI PRISM BigDye Terminator v3.1. (Applied 
Biosystems, сШа) в трех повторах, на прямых и об-
ратных праймерах. пробы исследовали с помощью 
генетического анализатора ABI Prism 3500 (Applied 
Biosystems, сШа).

типирование вгс осуществляли на основе ана-
лиза нуклеотидных последовательностей гена NS5b. 
первичный анализ проводили с помощью програм-
мы NCBI Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
в сравнении с нуклеотидными последовательностя-
ми, представленными в международной базе данных 
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 
выравнивание нуклеотидных последовательностей 
проводили в программе MEGAv.7.0, используя ал-
горитм ClustalW [15]. для последующего филоге-
нетического анализа применяли метод Maximum 
Likelihood, позволяющий провести оптимизацию 
деревьев в соответствии с моделью General Time 
Reversible и Gamma Distributed (GTR + G), при оцен-
ке достоверности генетических связей использовали 
многократную генерацию выборок методом монте-
карло (bootstrap) для 1000 независимых построений 
каждого филогенетического древа. графическое изо-
бражение нуклеотидной и аминокислотной после-
довательностей полного генома вгс относительно 
референсного образа H77 получали с помощью on-
line программы Sequence locator в базе данных вгс 
(https://hcv.lanl.gov/content/sequence/LOCATE/locate.
html). статистическая обработка данных производи-
лась с помощью пакета программ MS Excel, Prizm 5.0 
(GraphPad Software Inc.). для оценки достоверности 
различий численных данных, полученных при пар-
ных сравнениях, использовали, в зависимости от ха-
рактеристик выборок, точный критерий Фишера или 
критерий хи-квадрат с поправкой йетса. в качестве 
порога достоверности отличий определено значение 
вероятности p<0,05.

результаты и обсуждение

возраст пациентов в группе варьировал от 
18 до 65 лет и составил в среднем (36,5±14,7) лет. 
количество мужчин преобладало по сравнению с 
женщинами – 63,3 и 36,7 % соответственно.

в нашем исследовании антитела к вгс выяв-
лены у 18,87 % вич-инфицированных лиц. при ис-
пользовании коммерческого набора «амплисенс® 
HсV-FL» (Фбун цнииэ, москва) рнк вгс выяви-
ли у 18,36 % пациентов, включая 89,18 % анти-вгс-
позитивных и 1,88 % анти-вгс-негативных больных. 
таким образом, среди рнк вгс-позитивных паци-
ентов 8,3 % были серонегативны. выявление рнк 
вгс у пациентов без анти-HCV, по всей видимости, 
связано с тем, что при диагностике острой инфекции 
вгс у пациентов с вич-инфекцией серологические 
маркеры могут не определяться [16]. при анализе 
выявления вгс среди вич-инфицированных лиц 
в зависимости от пола показано, что ко-инфекция 
чаще встречается у мужчин (77,8 %) по сравнению с 
женщинами (22,2 %): χ2=3,996 при p=0,0456, df=2.

вирусная нагрузка вгс среди анти-HCV-
негативных пациентов составила в среднем 
1,9·104 ме/мл, в то время как среди анти-HCV-
позитивных больных – 6,4·106 ме/мл. при оценке 
вирусной нагрузки среди больных с моноинфекци-
ей и с ко-инфекцией показано, что она составляет в 
среднем 4,4 log10 и 4,6 log10 копий/мл соответствен-
но. при этом среди пациентов с моноинфекцией 
54,4 % обследуемых имели вирусную нагрузку ме-
нее 4 log10 копий/мл, 29,4 % – больше 4 и меньше  
5 log10 копий/мл, 16,2 % – более 5 log10 копий/мл. в 
группе пациентов с ко-инфекцией распределение по 
вирусной нагрузке представлено таким образом: 50, 
16,7 и 33,3 % соответственно. таким образом, рас-
пределение вирусной нагрузки вич в группе с ко-
инфекцией достоверно отличалось от группы с мо-
ноинфекцией вич (χ2=6,284 при p=0,0432, df=2). 

при анализе количества CD4+ лимфоци-
тов показано, что в группе с моноинфекцией вич 
5,6 % пациентов с CD4+ <200 клеток/мкл, 35 % с 
200–400 клеток/мкл, 59,4 % с >400 клеток/мкл. в 
группе с ко-инфекцией вич + вгс распределение 
было следующим: 11,1, 55,6 и 33,3 % пациентов со-
ответственно. показано достоверное отличие групп: 
χ2=8,187 при p=0,0167, df=2.

для 36 образцов удалось получить нуклеотид-
ные последовательности гена NS5b. при филогене-
тическом анализе показано преобладание генотипа 1 
(61,1 %) по сравнению с генотипами 3 (30,6 %) и 2 
(8,3 %). субтипы вгс распределены следующим об-
разом: вгс 1b оказался наиболее распространенным 
вариантом вируса в обследуемой группе и составил 
47,2 %, затем следует вгс 3а – 30,6 %, вгс 1а – 
13,9 %, вгс 2а – 5,5 % и единственный образец 
определен как вгс 2k – 2,8 %. Филогенетические 
отношения между исследованными образцами вгс 
и референсными штаммами из международной базы 
данных GenBank представлены на рис. 1.

мы не выявили ассоциации вирусной нагрузки 
вгс, вич, а также количества CD4+ лимфоцитов с 
генотипами вгс.

хотя в целом ген NS5b умеренно консервативен, 
домен ладони (от 188 до 227 и от 287 до 370) счи-
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тается более стабильным (60,5 % аминокислотных 
остатков), в то время как домены «пальцы» (от 1 до 
187 и от 228 до 286) и «большой палец» (от 371 до 
563) демонстрируют большую вариабельность – 50 
и 53,4 % стабильных аа соответственно, а β-петля 
(остатки с 443 по 454) в пределах области большо-
го пальца высокоизменчива (41,7 % стабильны). ген 
вгс NS5b кодирует полимеразу, отвечающую за ре-
пликацию вируса и содержащую шесть значимых для 
ее ферментативной активности мотивов (последова-
тельностей), обозначаемых AF, что делает этот реги-
он важной потенциальной мишенью для разработки 
эффективных противовирусных препаратов [17]. 

при анализе нуклеотидных последовательно-
стей данного гена среди пациентов с генотипом 3а 
выявлены два образца (5,6 %) с мутацией D310N, 
ассоциированной с неблагоприятным прогнозом за-
болевания. как уже сказано выше, примерно у 25 % 
больных хвгс заболевание печени прогрессирует 
до фиброза, цирроза, печеночной недостаточности 
и гцк, причем скорость прогрессирования варьи-
рует от нескольких лет до нескольких десятилетий. 
прямые цитопатические эффекты вируса могут 
способствовать заболеванию, но считается, что они 
вторичны по отношению к иммуноопосредованному 
повреждению паренхимы печени. к прогрессирова-
нию заболеваний печени ведет и ряд мутаций вгс, в 
том числе замена D310N в гене NS5b. отметим, что 
данная мутация может индуцироваться при моноте-
рапии рибавирином [18].

несмотря на то, что разработаны пангенотипи-
ческие пппд, такие как комбинация софосбувира 
и даклатасвира, софосбувира и велпатасвира, гле-
капревира и пибрентасвира, определение геноти-
па вгс при планировании терапии все еще имеет 
большое значение, так как естественные мутации в 
разных генотипах вируса могут влиять на исход ле-
чения в зависимости от выбранной схемы терапии. 
так, генетический барьер устойчивости к пппд 
обычно ниже у генотипа 1a по сравнению с 1b [19], 
а генотип 3а чувствителен к терапии интерфероном, 
но при этом для генотипа 3 характерны естествен-
ные полиморфные варианты, способные нарушать 
ответ на ингибиторы NS5a при циррозе [20].

в исследованной нами группе в девяти образцах 
(25 %) обнаружены мутации NS5b в положениях, 
связанных с развитием лекарственной устойчивости 
вгс. так, мы выявили по два образца с фармакоре-
зистентными мутациями среди вгс генотипов 1а и 
3а (то есть по 5,6 % от общей группы вич + вгс), 
а также пять образцов среди вгс 1b (13,9 % от об-
щей группы). мутации среди вгс 1а представляли 
собой замену цистеина на тирозин в положении 316 
(C316Y), способную ослаблять противовирусную 
эффективность некоторых ненуклеозидных ингиби-
торов, например дасабувира. в одном из этих образ-
цов также показана мутация N444D. отметим также, 
что при филогенетическом анализе четыре образца 
вгс 1а подразделялись на клады 1 и 2, связанные с 

рис. 1. Филогенетический анализ нуклеотидных последователь-
ностей гена NS5b вируса гепатита с, выделенного от пациентов 
с впервые выявленной инфекцией вич, проживающих в сзФо. 
референсные последовательности обозначены кодами GenBank 
с указанием генотипа образца. ромбами обозначены образцы, ис-
следованные в настоящей работе. даны значения bootstrap ≥60

Fig. 1. Phylogenetic analysis of nucleotide sequences of NS5b gene 
of HCV isolated from patients with newly identified HIV infection, 
residing in NWFD. References sequences are marked with GenBank 
codes with indication of sample genotype. The diamonds label the 
samples studied within the frames of this work. Presented are the 
values with bootstrap ≥60
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частотой естественных мутаций фармакорезистент-
ности: для клады 1 показана устойчивость к симе-
превиру, но не к паритапревиру, а для клады 2 ха-
рактерна перекрестная устойчивость к симепревиру 
и паритапревиру [21].

Фармакорезистентная мутация в положении 316 
(замена C316N) показана и среди вгс 1b, в одном 
образце одновременно присутствовала мутация 
S556N. еще в одном образце выявили мутации фар-
макорезистентности C451S и S556G. отметим, что 
замена C316N является одной из самых распростра-
ненных фармакорезистентных мутаций вгс 1b сре-
ди пациентов, не получавших пппд в азии, а также 
на территории бывшего ссср [22].

таким образом, мутации лекарственной устой-
чивости чаще встречаются среди вгс 1b, однако 
их более высокая распространенность обусловлена 
присутствием замены C316N, обеспечивающей низ-
кий уровень устойчивости к тегобувиру и HCV-796 у 
штаммов генотипа 1b.

как известно, в модели нейтральной эволюции 
зависящее от стохастических факторов распростра-
нение нейтральных мутаций может приводить к 
фиксации даже неблагоприятных изменений генома, 
если вирус циркулирует в сравнительно небольшой 
популяции, например в среде потребителей инъек-
ционных наркотиков (пин) или в других группах 
риска [23]. сочетание высокой скорости репликации 
вгс, низкой точности вирусной полимеразы, селек-
тивного давления со стороны иммунной системы и 
медикаментозного лечения приводят к развитию ви-
русных квазидисперсных популяций с высоким раз-
нообразием нуклеотидных последовательностей, по-
тенциально способных накапливать варианты вируса 
с мутациями лекарственной устойчивости к пппд 
даже в отсутствии терапии. в процессе негативного 
отбора исключаются неблагоприятные изменения, 
однако благоприятные, например способствующие 
репликации, приводят к конкурированию таких ва-
риантов вируса в динамичном процессе непрерыв-
ного положительного отбора. и даже несмотря на то, 
что нуклеотидная последовательность преобладаю-
щего в квазидисперсной популяции вгс в организме 
одного хозяина может быть близка к максимальной 
репликационной способности вируса, существова-
ние большой и разнообразной вирусной популяции 
допускает быстрые адаптивные модификации в ответ 

на внешние изменения. это, в свою очередь, может 
приводить к появлению фармакорезистентных мута-
ций вируса до лечения и практически мгновенному 
приспособлению, то есть отсутствию вирусологиче-
ского ответа, при начале терапии [24]. в проведен-
ном исследовании в сШа мутации устойчивости к 
пппд обнаруживали у пациентов, не получавших 
терапии, независимо от генотипа вируса, в основ-
ном они были с низким уровнем резистентности, за 
исключением единичных случаев, причем встречае-
мость образцов с такими мутациями одновременно 
в генах NS5b и NS5a была ниже при генотипе 1a по 
сравнению с вгс 1b [24]. исследование распростра-
ненности устойчивых к лекарственным средствам 
мутаций среди терапевтически-наивных больных 
хвгс в японии также продемонстрировали встре-
чаемость фармакорезистентных штаммов вгс 1b и 
сравнительную редкость появления значимых замен 
более чем в одном регионе вируса [25].

в связи с вышесказанным особый интерес вы-
звал образец генотипа 1b с мутациями C451S и 
S556G в NS5b-регионе. мы секвенировали и проа-
нализировали полный геном вгс данного образца. 
графическое изображение его нуклеотидной и ами-
нокислотной последовательностей, выполненное с 
использованием on-line программы Sequence locator в 
базе данных вгс https://hcv.lanl.gov/content/sequence/
LOCATE/locate.html, представлено на рис. 2.

нуклеотидные последовательности генов, на 
которые направлено действие пппд, продемон-
стрировали высокую гетерогенность в позициях, 
потенциально связанных с лекарственной устойчи-
востью вируса. замены, выявленные в генах NS3, 
NS5a, NS5b, представлены в таблице.

мутация V170I в NS3-регионе ассоциирована 
с устойчивостью к газопревиру, боцепревиру, симе-
превиру, телапревиру, воксилапревиру. естественные 
полиморфные варианты NS3, связанные со снижени-
ем лекарственной чувствительности, ранее наблюда-
лись у терапевтически-наивных пациентов, причем, 
несмотря на то, что устойчивые вирусные штаммы у 
таких больных присутствуют в очень ограниченном 
количестве, специфические мутации протеазы NS3 
могут играть важную роль в модулировании разви-
тия резистентности и изменении вирусной адаптив-
ности [26].

мутация P58L в NS5а-регионе ассоциирована с 

рис. 2. графическое изображение нуклеотидной и аминокислотной последовательностей полного генома вгс образца 150HCVcoinf 
(HCV_NWFD_1cg_coinf18). обозначены структурные элементы генома, представлены нуклеотидные и соответствующие аминокис-
лотные позиции

Fig. 2 Graphical image of nucleotide and amino acid sequences of complete HCV genome of 150HCVcoinf (HCV_NWFD_1cg_coinf18) 
sample. Structural elements of the genome are indicated, nucleotide and corresponding amino acid positions are presented
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устойчивостью к даклатасвиру, а также, предполо-
жительно, может быть связана с резистентностью к 
ледипасвиру [27].

как уже сказано выше, изменения генов C451S и 
S556G в NS5b-регионе становятся причиной устой-
чивости вгс к дасабувиру, делеобувиру и JTK-109, 
при этом непосредственно мутацией устойчивости 
является хорошо охарактеризованная ранее замена 
S556G, в то время как C451S лишь снижает чувстви-
тельность. отметим также замену L419F, не опи-
санную как фармакорезистентная, однако мутация 
L419M/S в этой позиции демонстрирует устойчи-
вость к тегобувиру и HCV796. отметим, что, хотя для 
мутации NS5b S556G показана частая сочетаемость 
с мутациями NS5b L159F или M414I/T, в нашем об-
разце такого сочетания не выявлено [22]. 

помимо замен в традиционно анализируемых 
для выявления мутаций лекарственной устойчиво-
сти генах, мы обнаружили изменения L91M в гене 
Core, которые при вгс генотипа 1b не только могут 
влиять на ответ на интерферон, но и связаны с раз-
витием гепатоцеллюлярной карциномы, причем в 
россии эта мутация широко распространена [28]. 

нуклеотидная последовательность полного ге-
нома изолята вгс 150HCVcoinf (HCV_NWFD_1cg_
coinf18) депонирована в международную базу дан-
ных GenBank под номером MT512570. 

остается неясным вопрос, являются ли выяв-
ленные нами мутации лекарственной устойчивости 
вгс у лиц с впервые выявленной вич-инфекцией 
результатом естественного полиморфизма вируса 
или следствием передачи от принимавших пппд 
пациентов, особенно с учетом того, что ко-инфекция 
вич + вгс широко распространена среди пин в 
санкт-петербурге [29]. случаи обнаружения у па-
циентов с впервые выявленной вич-инфекцией 
рнк вгс в отсутствии антител анти-HCV, а также 
первичных мутаций лекарственной устойчивости 
вгс заслуживают дальнейшего изучения с целью 
определения путей инфицирования, оценки распро-
страненности мутаций в настоящее время и в дина-
мике в группах риска при моно- и ко-инфекции при 
серопозитивном и серонегативном вгс в российской 
Федерации. создание базы данных нуклеотидных и 
аминокислотных последовательностей штаммов ви-

руса гепатита с, их характеристик вкупе с анамне-
стическими сведениями о пациентах, данными о на-
личии/отсутствии антител, а также ответом на при-
меняемую терапию, как, например, было предложено 
для бактериальных и вирусных инфекций I–II групп 
патогенности, могло бы способствовать решению 
этих задач, что в дальнейшем может играть роль при 
разработке и подборе новых методов лечения [30].

в обследованной нами группе людей рнк ви-
руса гепатита с показана у 18,36 % пациентов с 
впервые выявленной вич-инфекцией, причем каж-
дый четвертый из них имеет мутации лекарственной 
устойчивости вгс в гене NS5b. при анализе полно-
геномной последовательности вгс с мутациями в 
этом регионе мы выявили значимые фармакорези-
стентные замены в других регионах генома вируса. 
принимая во внимание распространенность вгс 
у вич-инфицированных пациентов, а также рас-
пространение первичных мутаций лекарственной 
устойчивости вгс, своевременное обнаружение 
коинфекции у пациентов с вич и определение му-
таций позволят выбрать оптимальную терапию. при 
этом в алгоритм обследования не получавших тера-
пии вгс-инфицированных лиц необходимо вклю-
чать анализ полного генома вируса или, по крайней 
мере, анализ трех генов, на которые нацелены пре-
параты прямого противовирусного действия (NS3, 
NS5a, NS5b).

молекулярно-генетическая характеристика по-
следовательностей вгс будет способствовать после-
дующей идентификации путей передачи патогена с 
целью контроля и/или предотвращения распростра-
нения инфекции. полученные данные рационально 
использовать для оценки динамики распространен-
ности первичной фармакорезистентности вгс среди 
вич-инфицированных лиц.

авторы подтверждают, что от всех участников 
исследования получено информированное согласие.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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